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E hé todos aqueles que sio ignorantes dessas coisas (os
alimentos) e nio lhes tém qualquer consideracio.

Como podem eles compreender as doengas dos homens?

Hipocrates

Sabemos sempre mais do que os outros julgam que nés
sabemos,

mas sempre menos do que nds préprios julgamos saber.

Vergilio Ferreira
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! A presenca de aminas blogem&ls em" alimentos onstitui um importante problema de sc‘éﬁﬁﬁga
alimentar dada a sua implicagio em fenémenos de intolerincia e intoxicagio. No trabalho de'diss'e"fgtégio
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niveis distintos: 1. Desenvolvimento de novos métodos analiticos para o doseamento de uma larga gama de
aminas biogénicas habitualmente encontradas nos alimentos. 2. Estudo da origem e da evolugio deste tipo

de compostos em vmhos do Porto. o
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g Assnn desenvolverami-se e optlmlzaram se trés diferentes métodos analiticos, baseados no uso da
técrica’de cfomatograﬁa gasosa ‘espectrometria de massa, capazes de permitir uma correcta quannﬁcagao
das aminas biogénicas de intéfesse em mostos e em vinhos do Porto e de se constituirem como métodos de
referéncia para o doseamento deste tipo de compostos. O ptimeiro desses métodos consistiu no uso de um
processo prévio de extracgdo das aminas por um agente de par-iénico, seguido da detivatizacio dos
compostos com anidtido heptafluorobutirico. Foi usado ma determinagio de aminas aromaiticas, de
diaminas e de poliaminas, todas elas caracterizadas pela sua reduzida volatilidade. O segundo. desses
métodos. baseou-se no mesmo processo de extraccio, seguido-de uma derivatizagdo, com hrameto de
pentafluorobenzilo, tendo sido usado na determinagio de histamina. O terceiro método . desenvolvido
copsistiu num . processo de derivatizagio bifisico com clotoformato de isobutilo, aplicade directamente
sobre as amosttas.. Foi usado na determinagio de todas as aminas estudadas, volateis e ndo-volateis, com

excepgao da histamina e das pohammas. Co \
- e A I 1 4 BN o s by

RIEI YFL/”.‘ X 3\'{ (SO EESEI BTN (IS Iy Lo el

(UL Bimtodbs o éhsos procedeu “se 2 uma criteriosa escolha dos padroes internos mms adequados para
as Hivérsts classes-de’ amminas, tendo-se Optads & sempre ‘que possn}el pelo uso de 1sotopos deuterados. A

quahitificagdo foi feita’'rio modo de morﬁtorlzac;ao Seléétiva” de” i6es, de modo a potenc1ar os niveis de
FETR TR R T SR N U VI B

sensibilidade’ perrmndos pelo equipamento’ analitico.

Os trés métodos desenvolv1dos foram aphcados no estudo da composigio em aminas biogénicas de

oo i

mostos monovanetals usados na elaboragao de vmhos do Porto, de vinhos do Porto monovarietais
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recém- elaborados e de amostras de thos do Porto dos tipos Tawny e "thagc com dlfexentes tempos

de envelhecunento Os resultados obtldos permmram avangos conslderavels na caracterlzat;ao de mostos e
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ABSTRACT

5t The presence of biogenic amines in food constitutes an important food safety problem, due to its
implication in phenomena of food intolerance and intoxication. Throughout the thesis we have aspired to
contribute to a better enlightenment of these themes working in two different levels: 1. Development of
new quantitative methods for determining a large range of biogenic amines, usually found in foods. 2

Study of the origin and evolution of this kind of compounds in Port wines.

Three different analytical methods were therefore developed and improved, based on the use of
gas chromatography/mass spectrometry technique, which enable both a correct quantification of the
biogenic amines with interest in musts and Port wines and constitute themselves as reference methods for
determining this kind of compounds. The first of those methods consisted of using a previous ion-pair
extraction of the amines, followed by derivatization of compounds with heptafluorobutyric anhydride. It
was used for determining aromatic amines, diamines and polyamines, all of them characterized by their
lessened volatility. The second of those methods was based on the same ion-pair extraction procedure,
followed by a derivatization with pentafluorobenzyl bromide, which was used for the determination of |
histamine. The third method developed consisted of a two-phase derivatization procedure with isobutyl
chloroformate directly applied in the samples. It was used in the determination of all studied amines, both
volatile and non-volatile, except for histamine and polyamines. ’ P e o

In all cases an accurate selectlon of the most adequate internal standards for several classes of
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amines was made, having been chosen the use of deuterated isotopic analogues as far as poss1ble The
quantification was achieved in the selected ion-monitoring mode in order to take advantage of the
improved sensibility levels given by the analytical equipment. ... - w0 el e e s e
| The three developed methods were applied in the studt; bf the constitution of biogenic amines
from samples of varietal musts, used in the elaboration of Port wines, of varietal young Port wine samples I
and of samples of aged "Tawny" and "Vintage" Ports. The obtained results allowed considerable advances
in the characterization of musts and Port wines of distinct types and age, as far as the presence of amines :

is concerned, which is globally lower than the one referred to other types of wines. o werends
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RESUME

La présence d'amines biogénes dans certains aliments constitue un probléme considérable de
sécurité alimentaire dd a leur engagement dans des phénoménes d'intolérance et d'intoxication. Le travail
de dissertation présenté a essayé de contribuer a2 mieux éclaircir ce sujet, en opérant & deux niveaux
différents: 1. Développement de nouvelles méthodes analytiques pour le dosage d'une large variété
d'amines biogénes habituellement trouvées dans les aliments. 2. Etrude de l'origine et de l'évolution de ce

type de composés dans les vins de Potto.

Ainsi, on a mis au point trois différentes méthodes analytiques fondées dans la technique de
chromatogtaphie gazeuse - spectrométrie de masse, capables de permettre une quantification correcte des
amines biogeénes d'intérét dans des moits et vins de Porto et de se constituer comme méthodes de
référence pour le dosage de ce type de composés. La premiére de ces méthodes a consisté 4 l'usage d'un
procédé préalable d'extraction des amines par un agent au pair-ionique, suivi de la detivatisation des
amines avec anhydride heptafluorobutyrique. Cela a été utilisé pour déterminer des amines au noyau
aromatique, des diamines et des poliamines, caractérisées, sans exception par leur réduite voladlité. La
deuxiéme de ces méthodes s'est basée dans le méme procédé d'extraction, suivi d'une autre réaction de
derivatisation avec bromure pentafluorobenzylique, et a été utilisé dans la détermination d'histamine.La
troisiéme méthode développée a consisté 4 un procédé de derivatisation en deux phases avec
chloroformate isobutylique, appliqué directement sur les échantillons. Cela a été utilisé pour deterrmner

[

toutes les amines etud1ees volatiles et non volatiles, sauf I'histamine et les pohammes
ST
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“En tous ces cas, on a procédé 4 un choix sensé des standards internes les plus adéquats aux
diverses classes d'amines, en privilégiant si possible I'usage d'isotopes de deutérium. La quantification a été
faite dans le mode de programmation sélective d'ions, de fag:on a tirer profit des niveaux de sensibilité

permis par I'équipement analytique.

SSRIRRI
Les trois méthodes développées ont été appliquées 2 I'étude de la composition en amines biogénes
dé moiits des cépages plus importants usées dans I'élaboration des vins de Porto, de vins de Porto jeunes
obtenues 2 partir du mott d'une seule cépage et d'échantillons de vins de Porto des types "Tawny" et
"Vintage" avec de différents temps de vicillissement. Les résultats obtenus ont permis des progrés
considérables dans la caractérisation de moits et vins de Porto de types et 4ges différents en ce qui
concerne la présence d'amines biogénes qui est globalement inféricure par rapport a celle qu'on fait

référence pour d'autres types de vins.




ABREVIATURAS

AOAC Instituicio oficial dos Estados Unidos responsivel pelo estabelecimento de métodos
analiticos oficiais para a analise de produtos alimentares (Association of Official Analytical
Chemists)

AQC Carbamato de 6-aminoquinoloil-N-hidroxisuccinimidilo

BEHPA Hidrogenofosfato de bis(2-etil-hexilo) (Bis(ethylhexyl)phosphate) ‘

DAO Diamino-oxidase Sy

FMOC Cloroformato de 9-fluorenilmetilo

GC Cromatografia Gasosa ou Cromatografia Gés-Liquido (Gas Chromatography ou Gas-Liquid
Chromatography)

GC-MS Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa (Gas Chromatography — Mass
Spectrometry)

HMT Histamina-N-metiltransferase

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficéncia (High Performance Liquid Chromatography)

IvVP Instituto do Vinho do Porto

M+ Iio molecular. E o pico de um espectro de massa que corresponde 4 molécula ionizada, ,

contendo apenas os isétopos de maior abundancia natural

MAO Monoamino-oxidase .

min Minutos o

m/z Relagio massa/catga dos fragmentos iénicos formados num espectréme&o’dge massa; a maséa |
é expressa em daltons ou unidades de massa atémica '

NOC-Cl Cloroformato de 2-naftilo

orv Organizagio Internacional da Vinha e do Vinho (Office Internationale de la Vigne et du Vin) )

OPA Ortoftaldialdeido ‘

PCR " Reacglio em cadeia da polimerase do ADN (Polymerase chain reaction)

PI Padrio interno

PNZ-Cl Cloroformato de p-nitrobenzilo

t Coeficiente de correlacio :

R2 Coeficiente de determinagio

pm Rotagdes por minuto

* Para varias das abreviaturas usadas, manteve-se a notagio anglo-saxonica dado o seu caricter universal, logo, o seu mais ficil
reconhecimento; nesses casos, a designagio anglo-sax6nica € aqui apresentada entre paréntesis a seguir a respectiva tradugio em
portugués.
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SAX

SCX

SIM
SPE
SPME
TLC
TR
uv

VIS

Designagdo usual para colunas de extracgio em fase solida com propriedades de troca
anidnica

Designagdo usual para colunas de extracgio em fase sélida com propriedades de troca
catiénica

Monitorizagio selectiva de ides (Selected ion monitoting)

Extracgo em fase solida

Micro-extracgio em fase sélida

Cromatografia em cada fina (Thin layer chromatography)

Tempo de Retengio

Ultra-violeta; regido do espectro electromagnético que abrange as radiagdes invisiveis com
comprimento de onda situado entre 4 nm e 400 nm

Visivel; regido do espectro electromagnético que abrange as radiagdes visiveis (capazes de
impressionar a retina), as quais apresentam um comptimento de onda situado entre 400 nm e
800 nm

Abreviaturas usadas para a designagio das aminas nas Tabelas dos capitulos 7 e 8.

MA
DMA
EA
DEA
TPA
IBA
2-MBA
TAA
PIR
1,3-DAP
PUT
CAD
EPMD
EPM
2-FEA
TIR
HIST

Metilamina
Dimetilamina
Edlamina
Dietilamina
Isopropilamina
Isobutlamina
2-Metilbutilamina
Isoamilamina
Pirrolidina
1,3-Diaminopropano
Putrescina
Cadavetina
Espermidina
Espermina
2-Feniletilamina
Titamina

Histamina
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DESIGNACOES ANGLO-SAXONICAS USADAS NESTE TRABALHO"

Bleeding

Dwell-time

Insert

Purge-off time
Split
Splidess

Split-splitless

Software

Tailing

Fenémeno caracterizado pela saida da coluna e consequente chegada ao detector de
pequenas por¢oes da fase estaciondria das colunas capilares, que se traduz num aumento
da linha de base dos cromatogramas obtidos, tanto mais visivel quanto mais a temperatura
se aproxima da temperatura limite para a fase estaciondria em causa.

Tempo de monitotizagio de cada valor de m/z, regulivel pelo operador, durante a
operagio de um aparelho de GC-MS em modo de monitorizagio selectiva de iGes.

Pega de vidro de formato cilindrico, aberta nas duas extremidades, colocada no interior de
um sistema de injecgio, no interior da qual € feita a introdugio da amostra num sistema de.
cromatografia gasosa, ou seja, a transferéncia da amostra da seringa, onde é previamente
colocada, para a coluna cromatogrifica. Em lingua inglesa é também designada por "liner".

Termo usado para designar o tempo durante o qual a valvula de divisio permanece
fechada durante uma injec¢do em modo "splitless".

Termo usado para designar a divisdo do fluxo gasoso durante a injecgio num sistema de
cromatografia gasosa.

Termo usado para designar a auséncia de divisio do fluxo gasoso durante a injecgio num
sistema de cromatografia gasosa.

Termo usado para designar os injectores que permitem a opgio pelo uso da técnica de
injecgdo com divisio do fluxo (split) ou, alternativamente, pela técnica de injecgdo sem
divisio do fluxo (splitless).

Conjunto de programas que possibilita o funcionamento do computador no tratamento
dos problemas que lhe sio colocados.

Fenémeno caracterizado pelo aparecimento de picos cromatograficos ndo simétricos (com
cauda) que pode ser provocado por virias causas, das quais a mais importante costuma set
a interacgdo dos compostos com locais activos do sistema cromatografico.

* Optou-se neste trabalho por manter a notagio anglo-saxdnica de algumas designagdes técnicas pelas mesmas trazdes
apresentadas anteriormente para o uso de algumas abreviaturas, ou seja, o seu caricter universal e o seu mais ficil
reconhecimento. Desta forma tentou evitar-se o "ruido" na leitura provocado pelo uso de tradugdes, nem sempre coincidentes
entre os diversos autores.
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INTRODUCAO GERAL

OBJECTIVOS E ORGANIZACAO DO TRABALHO




Introducdo Geral

A presenca nos alimentos de consdtuintes minoritirios ndo nutritivos, com acgio fisiolégica
relevante, nalguns casos benéfica mas a mais das vezes prejudicial para o consumidor, constitui um
dos temas mais interessantes com que se confronta a comunidade cientifica da 4rea da Nutricio e

Bromatologia nos dias de hoje.

Com o advento de técnicas analiticas cada vez mais poderosas, tornam-se frequentes os
relatos da descoberta de novos compostos nas mais variadas matrizes alimentares e a mesma duvida
sutge repetidamente: terio os mesmos uma ofigem natural, em resultado de processos metabélicos
endégenos ao préprio alimento ou 4s matérias-primas usadas na sua elaboracio, ou serio
provenientes dos mais diversos tipos de contaminagGes (quimicas, microbianas, ambientais, etc.) que

podem ocorrer durante o respectivo processamento?

Associados a presenga nos alimentos de muitos destes compostos, surgem, muitas vezes,
fenémenos de intolerdncia e de intoxicagio alimentar que, nos casos extremos, podem atingir
contornos extremamente graves, podendo levar inclusivamente 2 morte. Documentados desde os
longinquos tempos de Hipécrates (séc. IV AC), que alertou para os perigos que alguns individuos

podiam cotrer pela simples ingestio de certos tipos de queijos, os fenémenos de intolerincia
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alimentar foram durante muito tempo encarados como uma fatalidade, da qual os individuos
dificilmente se podetiam livrar. Nas ultimas décadas, a sua visibilidade tem aumentado a um ritmo
galopante, em especial nos paises industrializados, facto a que néo ¢ alheia a maior aten¢io dada pelos

investigadores ao registo e descrigdo dos casos que, um pouco por toda a parte, vao ocorrendo.

No caso dos produtos alimentares elaborados com recurso a processos fermentativos,
categoria na qual se integram os vinhos, a magnitude deste tipo de questdes ndo pode senio ser
ampliada e dotada de um caricter ainda mais complexo. Produto resultante da transformagio dos
tecidos vegetais de um fruto — a uva — por acgdo de microorganismos — leveduras e também
bactérias lacticas — a composigio do vinho reflecte forgosamente todo um conjunto de fenémenos
bioquimicos, que vio da maturagio da uva até a evolugdo que ocorre durante o seu envelhecimento,
passando, obviamente, pelas etapas fermentativas e por toda uma série de processos metaboélicos que

tém lugar por acgdo dos microorganismos envolvidos.

Natural serd, assim, a presenca nos vinhos de um grande nimero de constituintes
minoritirios cuja detecgio e identificagdo apenas se torna possivel com as modernas ferramentas
analiticas colocadas ao dispor dos investigadores, possibilitando, desta forma, um conhecimento mais
profundo da verdadeira composi¢io do produto. No caso de compostos com actividade fisiolégica
relevante, nomeadamente daqueles dotados de reconhecida toxicidade ou que possam estar
envolvidos em fenémenos de intolerancia, a sua correcta quantificagio e o estudo das suas origens e
dos factores implicados na sua formagdo tornam-se mesmo numa exigéncia para todos os
investigadores empenhados nesta area, de forma a permitir a correcta avaliagio dos factores de risco

correlacionados com a ingestio do produto.

Exemplo de um grupo de compostos com as caracteristicas atrds assinaladas é o das aminas
biogénicas. Segundo a definicio consensualmente aceite por varios autores, as aminas biogénicas
cotrespondem a bases orginicas de baixa massa molecular, dotadas de actividade bioldgica, que
ocorrem naturalmente em animais superiores, plantas e microorganismos, em consequéncia do seu
normal metabolismo. Sob esta defini¢do, engloba-se um conjunto heterogéneo de substincias com
diferentes estruturas quimicas, diferentes origens e diferentes ac¢des bioldgicas mas que se

caractetizam pot possuir em comum a presenca de uma fun¢fio aminada e uma origem bioldgica.
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De acordo com a sua estrutura quimica, as aminas biogénicas cuja presenga nos vinhos ja foi

referenciada podem classificar-se da seguinte forma:

Aminas alifaticas

Monoaminas primdrias: metilamina, etilamina, n-propil e isopropilamina, n-butil e

isobutilamina, n-amil e isoamilamina, 2-metilbutilamina, hexilamina.
Monoaminas secunddrias: dimetilamina, dietilamina.
Outras monoaminas: etanolamina

Diaminas:1,3-diaminopropano,  1,4-diaminobutano (putrescina), 1,5-diaminopentano

(cadaverina), 1,6-diaminohexano.

Poliaminas: espermidina, espermina, agmatina.

Aminas aromaticas: 2-feniletilamina, tiramina.

Aminas N-heterociclicas
Com anel aromitico: histamina, N-metil-histamina, serotonina, triptamina.

Aliciclicas: pirrolidina, piperidina, morfolina.

No seu todo, trata-se de um conjunto de compostos largamente difundidos na Natureza, que
actuam como substratos, intermedidrios ou produtos finais de distintos processos metabélicos dos
diferentes tipos de seres vivos. Para 13 do seu papel como fontes de armazenamento de azoto,
algumas aminas biogénicas actuam como precursores da sintese de hormonas, de alcaléides, de acidos
nucleicos e de proteinas, desempenhando dessa forma um importante papel em vitias fungdes
fisiolégicas dos seres vivos, como a regulagio dos processos de crescimento celular, da temperatura

corporal e da actividade cerebral.
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Atendendo 2 sua larga distribuicio, ndo serd de estranhar a presenca de aminas biogénicas de
origem enddgena em grande nimero de alimentos, tanto de origem vegetal como animal, ainda que
em quantidades reduzidas. Algumas, as mais voliteis, podem mesmo desempenhar um papel
importante ao nivel das caracteristcas aromiticas dos mesmos. As principais vias de formagio
incluem a descarboxilagio de aminodcidos, a transaminagio de compostos carbonilicos e a

degradagio de compostos azotados de diversa origem.

Segundo alguns autores, a maior parte das aminas biogénicas que se podem encontrar nos
alimentos sdo formadas, todavia, como resultado de ac¢bes microbianas ndo controladas. Persistem,

no entanto, muitas dividas sobre a real extensio deste fenémeno.

Nos produtos alimentares com elevada percentagem de material proteico, como o peixe ¢ a
carne, quando mal conservados, é usual a formagio de elevadas quantidades de algumas aminas
biogénicas, em especial de histamina, de aminas aromaticas, de diaminas e também de algumas aminas
volateis, como resultado de contaminagdes de origem microbiana. Nestes casos, o teor dessas aminas

pode ser usado, com os devidos cuidados, como indicador do grau de contaminagio do produto.

Nos alimentos obtidos por processos fermentativos, como os vinhos € os queijos, a presenca
de aminas biogénicas pode ter origem na préptia matéria-prima, resultar da actividade dos préprios.
microotganismos envolvidos no processo ou, alternativamente, ter origem na actividade
microotganismos "oportunistas” capazes de se desenvolver nas condi¢des em que 0 processamento e

a maturacio do produto tém lugar.

A ingestio de alimentos ricos em aminas biogénicas deve ser prevenida atendendo aos
problemas de ordem toxicolégica que dai podem advir. O ser humano, quando em boas condi¢Ses de
satde, ¢ capaz de metabolizar facilmente, em muitos casos ainda no limen intestinal, as quantidades
normais de aminas biogénicas ptesentes nos alimentos, dando lugar a produtos de degradagio
fisiologicamente inactivos. Na presenca de elevadas quantidades de aminas biogénicas, o sistema de
inactivagio, no qual desempenham um papel fundamental duas enzimas — a monoaminooxidase
(MAO) e a diaminooxidase (DAO) — pode tevelar-se insuficiente para eliminar eficazmente a .
totalidade das aminas biogénicas presentes, permitindo a sua rapida absorcdo, entrada no sistema
circulatério e os consequentes efeitos téxicos. O problema agrava-se nos casos em que o referido
sistema de inactivagio se apresenta de alguma forma inibido, logo incapaz de desempenhar

eficazmente a sua tarefa, o que pode acontecet por diversos motivos: a) deficiéncia congénita do
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individuo; b) inibi¢do por firmacos com actuagdo a esse nfvel, ou seja, inibidores da MAO e
inibidores da DAQO; c) presenga simultinea de outros constituintes alimentares, como é o caso do
etanol, o que assume especial relevincia no caso das bebidas alcodlicas. Nestes casos, o resultado
pode ser a ocorréncia de manifestagGes tipicas de intolerincia alimentar as quais, em determinadas

situages, podem atingir niveis de extrema gravidade.

No caso particular de algumas aminas, em particular as secundarias como a dimetilamina, a
dietilamina, 2 morfolina, a piperidina e a pirrolidina, o principal problema da sua ingestio provem do
facto de se tratarem de potenciais precursores para a formagio de compostos N-nitrosados,
designadamente de nitrosaminas, caracterizados pela sua actividade carcinogénica, e que constituem

um grave problema de seguranga alimentar.

Objectivos do Trabalho

O interesse acerca da presenga de aminas biogénicas em vinhos e o seu possivel efeito na
respectiva qualidade estd bem patente nfio s6 nas varias dezenas de trabalhos publicados sobre o
assunto como no tratamento preferencial que lhe tem sido dedicado pelo organismo internacional
responsével pela regulamentacio do sector — Office International de la Vigne et du Vin (OIV) —
onde o assunto tem sido discutido em praticamente todos as reunies anuais desde 1983,
nomeadamente a0 nivel da sub-comissio responsivel pela avaliagio da qualidade e pela unificagio

dos métodos de analise [OIV, 1983-1998].

A grande dispersdo dos teores apresentados na literatura relativos a presenca de algumas das
aminas biogénicas nos vinhos e o caricter algo aleatério dos mesmos coloca muitas dividas quanto as
suas origens, aos factores ambientais com maior influéncia na sua formacio e, também, numa outra
vertente, quanto 4 qualidade dos métodos de anilise empregues. As propostas apresentadas por
alguns pafses no sentido de serem estabelecidos limites maximos para a presenga de aminas [Busto,
1996a], em especial de histamina, de longe a amina biogénica que é alvo do maior interesse por parte
da comunidade cientifica, implicam a necessidade de um conhecimento profundo dos teores

actualmente apresentados pelos diversos tipos de vinhos e uma exploragio exaustiva dos caminhos a
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percotrer no sentido de se conseguir uma efectiva redugio desses teores e, dessa forma, se contribuir

para aumentar a seguranc¢a dos consumidores.

Neste contexto, a presente dissertagio teve como objectivo principal monitorizar a presenca e
estudar a possivel otigem e a evolugio das aminas biogénicas em vinhos do Porto. A escolha da
matriz teve em conta uma tripla vertente: a) por um lado, a importincia que do ponto de vista
econ6mico o produto representa para 0 n0sso pais, onde contribui em mais de 50 % para o valor das
exportacdes de produtos resultantes da actividade agricola; b) por outro lado, a inexisténcia de dados
consistentes relativos 4 presenga de aminas biogénicas no produto, a sua origem e a0 seu possivel
desenvolvimento durante os tradicionais processos de envelhecimento a que o vinho é habitualmente
sujeito. c) finalmente, tendo em atencio as suspeitas que ciclicamente vdo sendo langadas quanto ao
envolvimento do vinho do Porto em fenémenos de intolerdncia alimentar, as quais, embora nio
baseadas em quaisquer dados cientificos e muitas vezes perseguindo objectivos de indole puramente
comercial, acabam por criar um clima de desconfianga nos consumidores e afectar negativamente a

imagem do produto.

Organizagio do Trabalho

Para a prossecugio do objectivo tragado, foi realizado trabalho a dois niveis distintos mas

complementares entre si. Assim,

1. Desenvolveram-se e optimizaram-se novos métodos analiticos, baseados no uso da
técnica de cromatografia gasosa - espectrometria de massa, capazes de permitir uma
correcta quantificagio de todas as aminas biogénicas de interesse em mostos € em
vinhos do Porto. Estas matrizes, caracterizadas pelo seu elevado contetido em
agucates, apresentam sempte dificuldades adicionais em relagdo aos vinhos em geral,
ja de si matrizes extremamente complexas capazes de colocar muitas dificuldades do

ponto de vista analitico.

2. Procedeu-se 2 aplicagdo das metodologias desenvolvidas ao estudo da presenga de

aminas biogénicas em:
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+ Amostras de mostos monovarietais representativos das cinco castas mais usadas
na elaboragio de vinhos do Porto — Touriga Nacional, Toutiga Francesa, Tinta

Roriz, Tinta Barroca e Tinto Cio — obtidos em trés anos consecutivos.

+ Amostras de vinhos elementares (ou monovarietais) elaborados 4 escala industrial,

por uma empresa do sector, a partir de mostos idénticos aos acima referidos.

+ Amostras de vinhos do Porto sujeitas a dois distintos processos de
envelhecimento e representativas das colheitas de 1974 até 1995 (vinhos "Tawny"
— envelhecimento na presenga de oxigénio atmosférico) e de 15 colheitas de 1970

a 1997 (vinhos "Vintage" — envelhecimento em garrafa, a0 abrigo do ar).

Organizagio desta dissertagio

A presente dissertagdo foi estruturada em 3 partes: (1) Parte Tedrica, (2) Parte Experimental,

(3) Conclusdes Finais.

A Parte Tedrica inclui 2 capitulos. No primeiro capitulo é feita uma revisio critica sobre o
actual estado do conhecimento no que respeita 4 presenga de aminas biogénicas em mostos e vinhos,

45 suas causas € as suas possiveis consequéncias.

Tendo em atengdo a origem diversificada das diferentes aminas biogénicas, a grande
variabilidade dos respectivos efeitos fisiolégicos e os diferentes graus de risco associados 2 sua
ingestdo optimos pela sua divisio em trés grandes grupos, baseados na sua estrutura quimica e
também na sua acgdo fisiolégica: (1) Histamina e aminas biogénicas aromaticas, (2) Diaminas e

poliaminas naturais, (3) Aminas volateis.

O primeiro grupo, referente 4 histamina e as aminas caracterizadas pela presenca de um anel
aromatico, inclui algumas das mais conhecidas e indesejiveis aminas biogénicas que se podem
encontrar nos alimentos: para além da histamina, incluem-se aqui a tiramina e¢ a 2-feniletilamina,
compostos de estrutura aromatica simples, muitas vezes apontados como causadotes de fenémenos

de intolerincia e de intoxicacdo alimentar.
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O segundo grupo é formado pelas diaminas e pelas poliaminas, compostos que ocortem
ubiquitariamente em todas as células vivas e desempenham importantes fungdes ligadas ao
crescimento celular. A sua presenca nos alimentos apresenta, em regra, CONtornos negativos, nao
tanto pela sua toxicidade, que é reduzida, mas pelo facto de funcionarem, pelo menos alguns deles,
como indicadores de contamina¢des bacterianas indesejiveis e prejudiciais para a qualidade dos

produtos.

Finalmente, no grupo das aminas volateis estdo incluidas todas as monoaminas alifdticas atrds
referidas, nas quais se incluem compostos dotados de um caricter téxico acentuado como a
metilamina e etilamina, bem como as aminas N-heterociclicas de caricter ndo aromatico. Estas
tltimas, embora constituam um sub-grupo 4 parte, sdo aqui incluidas devido as caracteristicas de
volatilidade comuns as aminas alifiticas. Dentre elas, o destaque vai para a pitrolidina, a unica cuja

presenca nos vinhos se verificou ser constante.

Para cada uma das 3 diferentes classes de aminas consideradas deu-se particular relevo a sua
importincia bioldgica e aos respectivos processos de formagio e degradagdo em plantas — que leva 2
sua presenca enddgena nalguns alimentos incluindo as uvas, que constituem a matéria prima para a
elaboragio dos vinhos — em microorganismos — que leva a sua presen¢a em produtos fermentados,
como ¢é o caso do vinho, ou em alimentos em geral sujeitos a contaminagio bacteriana — e no
homem — onde algumas, como a histamina e a tiramina, exercem uma ac¢io fisiolégica geralmente
nefasta, e outras, como as poliaminas, exercem importantes fungdes ligadas aos processos de
crescimento. E também feita uma revisdo dos estudos até agora efectuados sobre a presenca de

aminas biogénicas em mostos e vinhos, as suas possiveis origens e a sua evolugio.

No capitulo 2 apresenta-se uma revisio critica, que se pretendeu o mais profunda possivel,
sobre as metodologias analiticas referidas na literatura para a determinagio de aminas biogénicas em
mostos e vinhos. Merecem referéncia especial as diversas metodologias baseadas na técnica de
cromatografia liquida de alta precisio (HPLC), de longe a mais popularizada entre os diversos
autores, apontando-se para cada caso aqueles que nos pareceram os aspectos mais fortes e mais
débeis das propostas apresentadas. Sdo apresentadas também as diversas propostas alternativas ao uso
de HPLC, com destaque para as metodologias baseadas na cromatografia gasosa e na electroforese

capilar.
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A Parte Experimental é dividida em seis capitulos, antecedidos de uma parte introdutéria,
na qual se justificam as opges tomadas e se di conta de algumas das vicissitudes ocorridas durante a

execugio dos trabalhos, com importancia para o rumo que 0 mesmo acabou por tomar.

O ptimeiro desses capitulos, o capitulo 3, é dedicado aos reagentes e equipamentos usados

para a prossecugio do trabalho experimental executado.

Os capitulos 4, 5 e 6 sio dedicados aos trés métodos desenvolvidos para a determinacio de
aminas biogénicas por cromatografia gasosa / espectrometria de massa em amostras de vinho do

Porto e em mostos.

No capitulo 4 é desctito o método desenvolvido pata a determinagio de diaminas, poliaminas
e aminas aromdticas apds extracgio por uma solugio de hidrogenofosfato de bis(2-etil-hexilo) (agente

de par-idnico) em cloroférmio e derivatizagdo com anidrido heptafluorobutitico.

No capitulo 5 é descrito o método desenvolvido para a determinagio de histamina apés

aplicacio do mesmo processo extractivo e derivatizagio com brometo de pentafluorobenzilo.

No capitulo 6 é descrito o método desenvolvido para a determinagio de todas as aminas em
estudo — com excepgio da espermidina, da espermina e da histamina — ap6s derivatizacio extractiva

com cloroformato de isobutilo.

Em cada um dos capitulos, para além da descrigio pormenorizada do método desenvolvido, é
feita uma discussdo do trabalho realizado e das opgdes tomadas — incluindo nessa discussio breves
revisSes sobre a aplicagio analitica do método de derivatizagio em causa e também, no primeiro caso,
da metodologia usada para a extrac¢do das aminas — e sio apresentados os resultados obtidos nos
testes de validacdo executados. Em anexo sio aptesentados os espectros de massa correspondentes
aos derivados obtidos e a respectiva elucidagio assim como as "curvas de recuperacio” obtidas para

cada composto.

Nos capitulos 7 e 8 sio apresentados os resultados obtidos na aplicagio das diferentes
metodologias s amostras de mostos e de Vinhos do Porto elementates recém-vinificados (capitulo 7)
e as amostras de Vinhos do Porto envelhecidos do tipo "Tawny" e do tipo "Vintage" (capitulo 8),
com a consequente discussio e o respectivo tratamento estatistico. E feita também a caracterizacao

das amostras usadas (local de origem, modos de obtengio, elaboragio e de conservacio das amostras
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e a sua caracterizacio analitica no que respeita ao teor alcodlico (vinhos), a0 pH e 20 teor dos

ptincipais dcidos organicos).

No final, é apresentada uma sistematizagio das Conclusdes retiradas do trabalho efectuado,

de acordo com os resultados obtidos.

As referéncias bibliograficas citadas sdo refetidas no final de cada capitulo”®.

* . -~ . . R -~ ’ LY ?
As citagdes feitas nesta parte introdutéria estio incluidas na bibliografia cotrespondente ao capitulo 1.
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Capitulo 1 - Aminas biogénicas em vinhos

CAPITULO 1

AMINAS BIOGENICAS EM VINHOS

1.1. Histamina e Aminas Aromaticas
1.1.1. Introdugio
1.1.2. Importincia da histamina e das aminas aromadticas no metabolismo humano
1.1.2.1. Histamina
1.1.2.1.1. Intolerdncia a histamina presente nos alimentos
1.1.2.2. Tiramina e 2-feniletilamina
1.1.2.2.1. Fenémenos de intolerincia alimentar associados a presenca de 2-feniletilamina e de
tiramina
1.1.3. Formagio de histamina e de aminas aromaticas. Breve referéncia i sua presenga noutros alimentos
1.1.4. Teores de histamina e de aminas arométicas em vinhos
1.1.5. Estudos sobre a origem da histamina e das aminas aromiticas em vinhos
1.1.5.1. Presenga da histamina e das aminas aromaticas nos mostos

1.1.5.2. Formagio da histamina e das aminas aromaticas pelas leveduras envolvidas no processo de
fermentagio alcodlica

1.1.5.3. Formagio da histamina e das aminas aromdticas por ac¢io bactetiana. Influéncia das condigGes de
"vinificagdo em tinto"

1.1.5.4. Evolugio da histamina e das aminas aromaticas durante o processo de envelhecimento

1.1.5.5. Outros factores com possivel influéncia na formagio da histamina e das aminas aromiticas em
vinhos

1.1.5.6. Acgio de agentes clarificantes na remogio de histamina dos vinhos

15



Capitulo 1 - Aminas biogénicas em vinhos

1.2. Diaminas e poliaminas naturais

1.2.1. Introdugio

1.2.2. Importincia das diaminas e das poliaminas no metabolismo humano
1.2.3. Formagio de diaminas e poliaminas. Breve referéncia 4 sua presenga noutros alimentos
1.2.4. Teores de diaminas e poliaminas em vinhos
1.2.5. Estudos sobre a origem das diaminas e das poliaminas naturais em vinhos
1.2.5.1. Presenga das diaminas e das poliaminas nos mostos

1.2.5.2. Formagio das diaminas e das poliaminas pelas leveduras envolvidas no processo de fermentagio
alcodlica

1.2.5.3. Formagio das diaminas e das poliaminas por acgdo bacteriana

1.2.5.4. Evolugio das diaminas e das poliaminas durante o processo de envelhecimento
1.3. Aminas voliteis

1.3.1. Introdugio
1.3.2. Importincia das aminas volateis no metabolismo humano

1.3.3. Formagio das aminas volateis. Breve referéncia a sua presenga noutros alimentos
1.3.4. Teores de aminas volateis em vinhos e mostos

1.3.4.1. Metilamina, etilamina e isoamilamina

1.3.4.2. Outras aminas alifiticas

1.3.4.3. Aminas aliciclicas (pirrolidina, piperidina e morfolina)
1.3.5. Estudos sobre a origem das aminas voliteis em vinhos
Bibliografia
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1.1.Histamina e Aminas Aromaticas

1.1.1. Introdugio

Integram-se neste grupo algumas das aminas biogénicas cuja presenca nos vinhos e noutros
produtos alimentares tem sido objecto de um maior nimero de estudos, em consequéncia do seu
possivel envolvimento em problemas de intoxicagio alimentar. O destaque principal vai para a
histamina, composto de estrutura imidazélica que € de longe a amina biogénica mais estudada em
todo o género de produtos alimentares, e para duas monoaminas aromiticas, a 2-feniletilamina e a

tiramina (ver estruturas na Figura 1.1).

Outras aminas que também poderiam ser integradas neste grupo, dada a sua presenca em
diversos géneros alimenticios, sio a serotonina e a triptamina, compostos de estrutura indélica; os
dados disponiveis apontam, contudo, para a sua auséncia em vinhos pelo que ndo serdo aqui

consideradas.
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__ CH2:CHsNH,
CH:CH:;NH, OH CH:CH:NH-
NQ/ N
Histamina 2-Feniletilamina Tiramina

Figura 1.1. Estrutura das aminas aromaticas: histamina, 2-feniletilamina e tiramina.

A histamina ou 4-(2-aminoetil)imidazol é uma amina resultante da descarboxilagio do
aminoacido L-histidina, dotada de uma potente actividade fisiolégica. O seu amplo espectro de
actividades pode ser explicado em fungio das suas peculiares caracteristicas estruturais. Trata-se, com
efeito, de um composto com duas fungdes aminadas — pk, do grupo amina primario da cadeia lateral
9,4; pk, do grupo amina secundirio da por¢do imidazélica 5,8 — que apresenta propriedades
tautoméricas (caracteristicas do grupo imidazélico) e a possibilidade de diferentes conformagdes na
cadeia lateral. Uma pequena mudanga de pH de 6 para 7 pode mesmo transformar o composto de
dador em receptor de protdes [Maslinski, 1975]. A pH fisiolégico encontra-se geralmente na forma de

monocatido, ou seja, com a func¢do amina da cadeia lateral carregada positivamente.

A 2-feniletilamina e a tiramina — que cotresponde a 2-feniletilamina hidroxilada — sdo aminas
aromiticas resultantes da descarboxilagdo dos aminoicidos fenilalanina e tirosina, respectivamente. A
primeira pode considerar-se um andlogo estrutural da anfetamina, da qual sé difere por esta
apresentar um grupo metilo no carbono o, sendo por isso muitas vezes designada por "anfetamina
natural". Encontram-se amplamente distribuidas nos seres vivos, exercendo no homem uma

actividade simpaticomimética acentuada.

1.1.2. Importincia da histamina e das aminas aromdticas no metabolismo humano

1.1.2.1. Histamina

De todas as aminas biogénicas, a histamina constitui aquela sobre a qual mais dados estio

disponiveis no que respeita 4 sua actividade no organismo humano. Trata-se de um composto com
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caracteristicas vasodilatadoras acentuadas, que desempenha fun¢des de mediador celular em muitas e
importantes acgbes bioldgicas como sejam a regulagio do contetido e quantidade das secrecdes
gastricas e a mediagdo de reacgGes de hipersensibilidade e de reacgbes inflamatérias do otganismo em
resposta a agressOes externas. Nos ultimos anos tem vindo a ser reconhecido o seu papel como

neurotransmissor a nivel do sistema nervoso central.

A histamina ocorre em plantas e bactérias bem como em diversos tecidos animais, tendo ji
sido identificada como componente de venenos e outros tipos de secregdes animais [Burkhalter ef 4/,
1998; Reite, 1972]. No homem é geralmente classificada como um autacéide ("auto” - préprio; "akos"
- remédio), ou seja, uma substincia com fun¢des de hormona local embora carecendo de uma
glindula prépria para a sua produgdo [Babe e Serafin, 1996; Garrett, 1994]. Em pequenas doses
fisiolégicas trata-se de uma substincia necessiria e desejavel ao funcionamento do organismo; em
doses elevadas, normalmente com origem exdgena ou em resposta A agressio de certos agentes
externos, a histamina comega a manifestar os seus efeitos toxicos, podendo mesmo transformar-se
num t6xico de grande poténcia capaz de provocar, em casos extremos, a morte do individuo [Taylor,

1986].

No otganismo humano, a histamina é produzida e armazenada no intetior de granulos
situados em células especializadas, capazes de regular a sua libertagio quando para tal solicitadas. A
semelhan¢a do que se verifica nos microorganismos, é sintetizada por descarboxilagio da histidina
por acgdo da histidino-descarboxilase, enzima dependente do fosfato de pitidoxal. O mais importante
depésito de histamina sio os mastdcitos, células presentes nos mais variados tecidos, embora nem
sempre com caractetisticas exactamente iguais [Lemanske ¢# a/, 1983]. Outro importante depésito do
composto corresponde 20s baséfilos sanguineos, existindo ainda outros tipos de células com

capacidade de armazenamento de histamina, embora com menor importincia.

A libertagdo de histamina pode ocorrer como resultado de uma resposta alérgica do
organismo ou ser induzida directamente. No primeiro caso, a resposta é mediada por anti-corpos
(IgE) previamente ligados a superficie membranar dos mastécitos e capazes de, na presenca do
antigénio respectivo, desencadear uma séde de eventos bioquimicos em cascata que levam 2
libertagdo da histamina e de uma série de outros componentes armazenados conjuntamente,
nomeadamente heparina e diversas enzimas hidroliticas [Babe e Serafin 1996]. A desgranulacio

directa dos mastScitos, sem prévia sensibilizacio, pode ser provocada por virios compostos,
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geralmente com caracteristicas basicas, incluindo polipeptideos de origem enddgena ou exdgena € um

grande numero de agentes terapéuticos como a vancomicina, a morfina, etc.

A histamina exerce os seus efeitos por interacgio com receptores presentes nas membranas
celulares, sendo conhecidos ttés tipos diferentes de receptores, designados por Hi, Hz e Hs. Os dois
ptimeiros, que s3o os mais bem conhecidos, sio susceptiveis de diferenciagdo com base na existéncia

de agonistas e antagonistas especificos [Taylor, 1986].

Os receptores Hy, localizados principalmente na pele e em células do tracto respiratério e do
tracto gastro-intestinal, foram os primeiros a ser descobertos tendo dado origem a uma série de
drogas anti-histaminicas, de grande utilidade no tratamento de reacgdes alérgicas: derivados da
etanolamina e da etilenodiamina, alquilaminas diversas, etc. Ao actuar sobre os receptores Hi, a
histamina cumpre um papel fisiologico de defender o organismo frente a agentes estranhos, a danos
mecinicos, queimaduras e infec¢bes [Sollhuber e Avendafio, 1993]. A estimulagido dos receptores Hi
origina a contrac¢io da musculatura lisa do intestino, do ttero e dos brénquios, a dilatagio da
musculatura lisa dos vasos sanguineos e o incremento da permeabilidade das paredes dos capilares

sanguineos.

Os receptores Hj situam-se maioritariamente nas paredes estomacais, sendo responsiveis pela
produgio de dcido clotidrico pelas células parietais. Uma situagdo patolégica resulta numa
hipersecte¢io cloridrica e na consequente formagio de dlceras gastricas e duodenais. Os respectivos
antagonistas (cimetidina, por ex.) sio bastante eficazes no controlo destas situagdes mas também no

tratamento de diversos outros fendmenos tipicos da intoxicagdo histaminica [Blakesley, 1983].

Sobre os receptores Hs, cuja descoberta se deu na década de oitenta, sdo ainda escassos os
conhecimentos actuais. Sabe-se que se encontram presentes nos tecidos cerebrais, onde
provavelmente sdo responsiveis pela regulagio da sintese e libertagio de histamina implicada na

transmissdo nervosa, e também no aparelho respiratdrio e no sistema digestivo.

1.1.2.1.1.Intolerdncia a histamina presente nos alimentos

O fenémeno de intolerincia 2 ingestdo de histamina presente nos alimentos, habitualmente

designado por intolerdncia histaminica — HIT na abreviagdo inglesa — ou por histaminose entérica,
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tem vindo a ser alvo da atengio crescente de diversos grupos de investigadores alertados pela ripida
expansio do nimero de ocorréncias desctitas na literatura. Pode ser definido do ponto de vista
patofisiolégico como uma pseudo-alergia devida 4 elevagio repentina dos niveis plasmaticos e/ou
teciduais de histamina em resultado da absor¢do gastro-intestinal de quantidades anormalmente

elevadas do composto [Amon ef 4/, 1999; Jarisch e Wantke, 1996].

Embora sejam ainda vérios os aspectos a necessitar de uma melhor e mais fundamentada
explicagio, devido, entre outras causas, a falta de um nimero suficiente de dados epidemiolégicos,
existe hoje uma evidéncia crescente de que a intolerincia histaminica é uma das principais causas das
manifestagdes de intolerincia a determinados alimentos observadas num grande nimero de pessoas,
em especial no que diz respeito 2 intolerincia a bebidas alcodlicas e a outros produtos fermentados

[Chandra, 1997; Wantke ¢z a/, 1992, 1994].

De acordo com a classificagio proposta em 1995 pelo "Subcomité de Reacgdes Adversas a
Alimentos da Academia Europeia de Alergologia e Imunologia Clinica", a intolerincia a alimentos
devido 4 presenca de histamina e/ou outras aminas biogénicas pode ser caracterizada como ndo
t6xica’, nio imuno-mediada e de caricter farmacoldgico (Figura 1.2) [Bruinjnzeel-Koomen et al,
1995]. Estima-se que afecte 0,2 % da populagio mundial [Young ez al, 1994] e é particularmente
evidente apds a ingestdo de alimentos caracterizados por poderem apresentar teores elevados de

histamina: queijos, vinhos, "pickles", peixes (em especial os da familia do atum), enchidos, etc.

Os principais sintomas da intoxicagdo por histamina sio conhecidos desde os trabalhos
pioneiros de Dale [Dale e Laidlaw, 1910; 1912; 1919; Dale e Richards, 1918], citados por grande
numero de autores. Muitos desses sintomas resultam da acgdo do composto no sistema
cardiovascular, principalmente por interac¢io com receptores Hi; a histamina provoca, deste modo,
uma dilatagdo acentuada dos vasos sanguineos periféricos que tem como resultado um estado geral de
hipotensio e ainda manifestagdes secundarias facilmente visiveis como rubor da face e no nariz e
cefaleia. O aumento da permeabilidade capilar também induzido pelo composto estd na origem de
sintomas como o edema generalizado, urticaria e aumento da viscosidade sanguinea. A acgéo
estimulante da histamina sobre o musculo cardiaco provoca o aumento dos respectivos batimentos e

manifesta¢des de palpitagio.

* P -~ . « s . .
Entendem-se por téxicas as reacgdes que ocorrem em todos os individuos, desde que a dose seja suficientemente alta.
Entendem-se por nio-tdxicas as manifestagdes de intolerincia que s6 ocotrem em individuos susceptiveis.
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Reaccdes de intolerancia a alimentos

Téxicas Nio toxicas
Imuno-mediadas N&o imuno-mediadas
IgE Nao IgE
Enzimaticas Farmacolégicas Indefinidas

Figura 1.2. Classificagdo das reacgdes de intolerincia humana a alimentos.

A nivel do tecido muscular extravascular, a ac¢do da histamina pode causar tanto a contracgio
como a relaxagdo, de acordo com o tipo de receptotes envolvidos. No homem, o mais comum é a
existéncia de fenémenos de contracgéo do tecido muscular liso, que se notam com maior frequéncia
20 nivel dos brénquios, podendo provocar uma acentuada dificuldade respiratdria, e dos intestinos;
em casos de intoxicagio histaminica por via oral a acgio do composto a nivel intestinal é, obviamente,
mais evidente, traduzindo-se em manifestagdes de espasmos abdominais, vémitos e diarreia. A
estimulagio do sistema nervoso central pode manifestar-se sob a forma de dor e zumbidos,

fenémenos que normalmente acompanham as lesdes urticitias no caso de intoxicacdes.

O quadro clinico atras referido apresenta um grande patalelismo com o vetrificado em muitos
casos de intolerdncia ou intoxicagio alimentar supostamente causados pela presenga de histamina.
Nos casos mais simples, o fenémeno pode limitat-se a ocotréncia de fortes dores de cabeca e de
fenémenos de ruborescéncia da face, o que nalgumas pessoas é muito comum apés a ingestio de
vinho [Malone ¢/ al, 1986; Peatfield, 1995; Settipane, 1987; Vaughan, 1994; Wantke ez 2/, 1993]. Nos

casos mais graves, o quadro clinico pode assumir propor¢des particularmente dristicas, com a
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manifestagio simultinea da generalidade dos sintomas atris indicados. Existem registos de grave
intoxicagao simultinea de um grande nimero de pessoas, incluindo alguns casos fatais por faléncia do
sistema circulatério, subsequente 2 ingestio de peixe em mau estado de conservagao, nas quais a

histamina foi identificada como agente causal [Morrow ef 4/, 1991; Kan ez al., 2000].

Em condigées normais, a presenca de histamina na dieta nio tem consequéncias nefastas,
dado que o organismo nio é capaz de absorver a histamina eficientemente a partir do tracto
gastro-intestinal [Taylor, 1986]. Ao contririo do que acontece com a administragio intravenosa de
histamina, que produz imediatamente efeitos dependentes da dose, é de hi muito conhecido que a
administragio oral de histamina nio exerce efeitos téxicos no homem, mesmo em doses
significativamente superiores is que se podem encontrar em qualquer tipo de alimento. Weiss e a/
(1932] administraram doses de 180 mg/L sem qualquer efeito visivel. Resultados idénticos foram

obtidos nos estudos de Granerus ef a/, [1968], neste caso com doses mais baixas, de 67,5 mg/L.

Esta impossibilidade de reproduzir com a administragio isolada de histamina os efeitos
téxicos comprovadamente causados pela presenca do composto, em doses muito mais baixas, em
certo tipo de alimentos, foi designado por Taylor [1986] como o "paradoxo da histamina". Pode ser
explicado pela existéncia nos alimentos envolvidos nos fenémenos de intoxicagdo de substincias
capazes de inibir o normal processo de inactivacio de histamina a nivel gastro-intestinal e dessa forma

serem responsaveis pela absorgio de grandes quantidades do composto.

O facto de a histamina ser absorvida com maior intensidade na presenca de outros
compostos foi verificado pela primeira vez em experiéncias em cobaios realizadas pelo grupo de
Patrot [Parrot ez al, 1947; Gabe e Patrot, 1952]. Segundo aqueles autores, a histamina entérica apenas
se mostrava biologicamente importante quando administrada simultaneamente com putrescina ou
outra diamina similar. Embora o significado destas experiéncias tenha sido subavaliado durante muito
tempo devido 4 falta de rigor dos métodos analiticos usados [Amon e al, 1999], a sua validade
encontra-se perfeitamente demonstrada, sabendo-se hoje que muitos outros compostos para além da

putrescina sdo capazes potenciar a toxicidade da histamina.

Uma das hipéteses inicialmente colocadas quanto a forma de actuagio dos potenciadores da
histamina foi a destes impedirem, de forma competitiva, a ligagdo da histamina 4 mucina intestinal,
processo essencial para retardar a absor¢io do composto. Embora seja ainda defendida em trabalhos

recentes [Kanny e/ a/, 1997], esta hipétese é posta de parte pela generalidade dos autores, pelo menos
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como a principal causa de potenciagio da histamina. Para isso contribuiram uma série de resultados

experimentais revistos por Taylor [1986].

A principal causa da ocotréncia de manifestagdes de intoxicagdo histaminica subsequentes a
ingestio de alimentos, parece residir na inibigdo das enzimas responsiveis pelo inactivagio da
histamina a nivel do tubo digestivo, nomeadamente da diamino-oxidase (DAO), enzima que parece

desempenhar um papel essencial nesse processo.

O tracto gastro-intestinal é rico em enzimas capazes de metabolizar a histamina ingetida com
os alimentos e de impedir a sua absor¢io, na forma intacta, e a consequente entrada na corrente
circulatéria. Como se pode observar na Figura 1.3, a histamina é primariamente metabolizada por
duas enzimas principais: uma é a ji referida DAO, que converte o composto por desaminagio em
4cido imidazol-4-acético, o qual é normalmente conjugado com a ribose antes de set eliminado; a
outra é a histamina-N-medltransferase (HMT), a qual converte a histamina em Nt-metil-histamina,
composto que é posteriormente metabolizado por acgio de uma outra enzima extremamente
abundante no tracto gastro intestinal, a monoamino-oxidase (MAO) com formagio de 4cido
Ne-metilimidazol-4-acético. Destas duas vias enziméticas a primeira parece a mais importante
[Bieganski ez al, 1983; Sattler ez 4/, 1989; Sjaastad e Sjaastad, 1974]. Embora esteja demonstrado o
papel essencial da HMT no catabolismo da histamina no tracto respiratorio [Yamauchi ef al, 1994], a

sua presenga no tubo digestivo é inclusivamente posta em causa por Wantke e# 2/ [1990].

Os produtos finais do metabolismo da histamina sdo exctetados na urina, onde também ja se
encontraram tracos de INe-metil-histamina e de N, Ne-dimetil-histamina, cuja origem nio €
conhecida, e de N-acetil-histamina, este dltimo composto com otigem provavelmente na acgio de

bactérias intestinais [Beavan ez 4/, 1978].

A importincia da inibigio da DAO como justificagio para a ocorréncia de fenémenos de
intoxicacio histaminica foi sugerida inicialmente por Taylor e Lieber [1979], que demonstraram essa
capacidade para muitas substincias, incluindo algumas das aminas biogénicas habitualmente
encontradas nos alimentos como a putrescina, a cadaverina, a agmatina e a tiramina. Em trabalhos
postetiores, o mesmo grupo de autores concluiu que também a 2-feniletilamina, a triptamina ¢ a
serotonina sio capazes de desempenhar esse papel [Hui e Taylor, 1985; Stratton ez 4/, 1991]. Idénticas
conclusdes foram retiradas dos diversos trabalhos do grupo do Prof. Sattler [Sattler ez a/, 1985; Sattler

et al, 1988; Sattler et al, 1989; Sattler e Lorenz, 1990]. Neste tltimo, os autores verificaram em

24



Capitulo 1 - Aminas biogénicas em vinhos

modelos animais (suinos) que a administragio de 600 mg de histamina podia provocar a morte no
caso de uma forte inactivagdo desta via catabélica. Algumas aminas habitualmente presentes nos
alimentos, como a tiramina, a 2-feniletilamina, a triptamina e a agmatina sio também capazes de
inactivar 2 HMT [Taylor e Lieber, 1979], assim como grande nimero de firmacos, incluindo

agonistas e antagonistas dos receptotes Hi [Barth e Lorenz, 1978].

:CHzCHzNHCOOCHs :CHchzNHCHa

N
\//N NVN
N“-Acetil-histamirx / N°-Metil-histamina
CH:CH:NH:
N\//N
Histamina
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CH:CH:NH:
:CHchO ,—<__

—~N N

NA CHs &
Imidazolacetaldeido N*-Metil-histamina

J MAO
CH:CHO

CH:COOH —X

T N N
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N & N CH: ¢
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CH:COOH l :CHzCOOH

N N N N
Ribose a4 CH;~ N\
Acido N*Ribosil-imidazol-4-acético Acido N*metilimidazol-4-acético

Figura 1.3. Vias metabdlicas de inactivagio da histamina.
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A irregularidade verificada na ocorréncia de fenémenos de intoxicagdo supostamente
causados pela absorgio gastro-intestinal de grandes quantidades de histamina ndo parece contudo
depender exclusivamente da presenga de compostos capazes de inibir a inactivagio metabdlica do

composto.

No caso dos vinhos, parece assumir especial importincia a presenga de etanol. O possivel
efeito potenciador da acgdo da histamina provocado pelo etanol e pelo acetaldeido, que ¢ o seu
principal produto de metabolizagdo, é conhecido hi muito. Assume particular interesse uma
comunicagio de Mammoser ¢f a/. [1929], na qual os autores relatam o facto de uma mesma dose de
histamina nio ter provocado qualquer efeito visivel numa série de voluntirios usados na experiéncia,
mas ja ter provocado alteragdes a nivel circulatério quando administrada juntamente com solugdes
alcodlicas a 15 e a 30 %. Experiéncias mais tarde realizadas em cobaios e em gatos confirmaram

aqueles resultados [Marquardt e Werringloer, 1965].

Nio existe, contudo, uma teoria definitiva relativa 4 forma como o etanol desempenha esse
papel. As virias hipoteses surgidas foram recentemente sintetizadas por Kanny ef 4/ [1997]. A
primeira diz respeito ao papel desempenhado pelo composto, e também pelo acetaldeido, em
modificar o epitélio intestinal, provocando a abertura das jungdes intercelulares e, dessa forma,
facilitar a absorgio dos componentes do bolo alimentar antes da sua inactivagio enzimitica. A
segunda tem a ver com a capacidade apresentada pelo etanol de inibigdo da MAO, o que impediria a
via catabélica da histamina em que intervem aquela enzima, e a capacidade apresentada por alguns
dos seus produtos metabdlicos em diminuirem a actividade da DAO, como foi comprovado em
experiéncias em ratinhos [Sessa e/ al, 1984]. Finalmente, uma terceira hipStese, tespeita a
possibilidade do etanol e do acetaldeido néo actuarem ao nivel gastro-intestinal, mas antes o de
poderem provocar a desgranulagio dos mastécitos com a consequente libertagio de histamina, como
foi demonstrado em experiéncias em animais [Dinda e a/, 1993; Myou ¢ al, 1994]. Neste seatido
aponta também uma expetiéncia realizada por Lowenberg ef 4. [1981], na qual se verificou um rapido
aumento dos niveis sanguineos de histamina em voluntirios sujeitos a ingestio de 120 mL duma
solucio hidroalcodlica a 40 %, isenta de histamina. Segundo estes autores, esta libertagio de histamina
subsequente 2 ingestdo de etanol pode ndo ser mais do que uma resposta fisiolégica do organismo ao
aumento de pH provocado no suco gistrico pela presenca de etanol. A histamina libertada tetia a

funcéio de activar as secre¢3es gastricas e dessa forma repdr os valores de pH.
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Outro factor que parece assumir uma relevincia especial na ocorréncia de fenémenos de
intolerincia/intoxicagdo alimentar associados 4 presenca de histamina tem a ver com uma reducio
endbgena na actividade da DAO presente no tracto gastro-intestinal. Este facto tem sido posto em
evidéncia nos diversos trabalhos do grupo do Professor Jarisch [Jarisch ez af, 1992; Wantke e al,
1992; Wantke ef al, 1993; Wantke et al, 1994; Wantke ez a/, 1996; Wantke ez al, 1999], que muito tém

contribuido para o esclarecimento do fenémeno.

De acordo com os resultados obtidos nesses trabalhos, que incluem experiéncias com
diversos tipos de pacientes, feitas através de rigidos protocolos com uso de placebos e um sistema de
duplo controlo, 0s mesmos autores formularam uma teotia para a ocorréncia de fenémenos de
intolerincia histaminica, que nos parece sintetizar bem o actual estado do conhecimento nesta 4rea

[Jarisch e Wantke, 1996]. Baseia-se nos seguintes pontos:

1. Grande nimero dos fenémenos de intolerincia/intoxicacio alimentar observados
ap6s a ingestdo de vinhos e de outros alimentos catacterizados por poderem
apresentar niveis elevados de histamina e de outras aminas biogénicas — queijos,

salsichas curadas, tomates, "pickles" e peixes da familia do atum — devem-se 2

elevagio repentina dos niveis plasmiticos de histamina (nivel médio > 0,2 ng/mL).

2. A causa principal desse incremento dos niveis plasméticos de histamina reside numa
deficiente actividade da DAO presente no tracto gastro-intestinal (nfvel médio <

0,07 nKat/L) apresentada pela generalidade dos pacientes envolvidos e com origem

provavelmente congénita.

3. Embora assumam uma ébvia importincia, nio existe, porém, uma relacio directa
entre os teores de histamina encontrados nos alimentos e o aparecimento dos

sintomas, mesmo nos pacientes com deficiente actividade da DAO.

Existem uma série de outros factores que podem contribuir para o agravamento dos
sintomas, designadamente todos os que podem contribuir para o aumento dos
niveis plasméticos de histamina ou, por outro lado, todos os que contribuem para

uma ainda maior diminuicdo da actividade da enzima:

Encontram-se no primeiro caso os fenémenos de libertacio espontinea de

histamina das células em que a mesma se encontra armazenada, os quais podem ser
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originados por outros constituintes alimentares ainda ndo identificados, e os
fenémenos de libertagio de histamina por reacgdes do tipo alérgico, o que leva a

que nestes pacientes o grau de risco esteja substancialmente aumentado.
A diminuicio da actividade da DAO pode ser provocada:
¢ por outras aminas biogénicas presentes no alimento.

¢ por grande nimero de firmacos, incluindo alguns de uso bastante generalizado
como o acido clavulinico, a isoniazida e a prometazina, de entre um total de 94

ja identificados pelos autotes.

¢ pelo etanol, o que assume particular importincia no caso da ingestio de vinhos.

Em geral, as mulheres apresentam menores indices de actividade da DAO do que os
homens, com excepgio das gravidas que apresentam uma actividade enzimatica
francamente aumentada; as criangas apresentam menores indices de actividade do

que os adultos.

4. O tratamento preventivo ou curativo da doenga pode ser feito, no imediato, pela
administra¢io de anti-histaminicos do tipo bloqueadores Hi, que impedem a acgdo
da histamina plasmatica, e, com menos eficiéncia, pela administragio de Vitamina By

(fosfato de piridoxal) que é um co-factor crucial para a actividade da DAO.

5. Para os pacientes com dotes de cabega cronicas suspeitas de serem resultado de
intolerdncia histaminica é sugerida a sujeigdo a um teste desenvolvido pelos autores
— "The red wine provocation test". Em caso de lhes ser diagnosticada a doenga,
devem seguir uma alimentagio o mais possivel isenta de alimentos contendo
histamina, o mesmo sendo sugerido a pacientes a seguir tratamentos de longa

duragio com qualquer uma das drogas capazes de inactivar a DAO.

1.1.2.2. Tiramina e 2-feniletilamina

Ao contrario da histamina, as duas aminas aromiticas com importincia nos vinhos, a tiramina

e a 2-feniletilamina, apresentam propriedades vasoconstrictoras acentuadas, podendo originar uma
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forte constri¢io de todo o sistema vascular e a estimulagio do musculo cardiaco. A sua acgio mais
bem documentada, e durante muito tempo considerada como unica, consiste em provocar a
libertagio de catecolaminas das terminagGes nervosas simpiticas, actuando assim como agentes

simpaticomiméticos indirectos [Hoffman e Lefkowitz, 1996; Moore, 1994].

Nos ultimos anos, 2 medida que métodos analiticos cada vez mais sensiveis e especificos
foram sendo aplicados, a presenga destes compostos nos tecidos cerebrais e nos liquidos fisiolégicos
comegou 2 despertar uma atengio crescente por parte de muitos investigadores, dada a importincia
que poderio assumir em determinados patologias. A 2-feniletilamina e a tiramina conjuntamente com
seus produtos de hidroxilagdo, feniletanolamina e octopamina (Figura 1.4), sio habitualmente
designadas por aminas minoritirias ("trace amines" na designagio inglesa). Encontram-se presentes
no cérebro em concentragdes duas ordens de magnitude mais baixas do que as catecolaminas e a
serotonina [Boulton, 1976]. Essa baixa concentragio é resultado, muito provavelmente, da sua grande
susceptibilidade 2 MAO, a enzima responsavel pela sua degradacio. A sua ac¢io, embora ainda nio
completamente elucidada, parece ser a de activadores sinipticos ou neuro moduladores capazes de
manter a regido siniptica numa espécie de estado de alerta e de, simultaneamente, regular a

intensidade dos neurotransmissores clissicos [Blau, 1989).

Descarboxilase B-Hidroxilase
OH@—CHZC‘HNHZ —— OH—@—CHzCHzNHz ———>0H‘©-CH20H2NH2
]

COOH OH
Tirosina Tiramina Octopamina
Fenilalanina . .
Hidroxilase ﬁ‘ii::l:l:

Deacarboxilase P-Hidroxilase
©- CH:CHNH;  ——— @ CH2CH:NH; ®— CH2CH:NH;
COOH :

OH

Fenilalanina Feniletilamina Feniletanolamina

Figura 1.4. Inter-relagdes metabélicas entre a 2-feniletilamina e a tiramina.
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A 2-feniletilamina pode set considerada como a estrutura base a partir da qual todas aminas
simpaticomiméticas derivam. Tem origem na descarboxilagio enzimética da fenilalanina (Figura 1.4).
Embora seja geralmente vista apenas como um neuromodulador excitatério, capaz de estimular a
accdo das catecolaminas e da setotonina a partir dos neurdnios simpAticos, existem autotes que

postulam a existéncia de receptores especificos para 0 composto.

A administracio de 2-feniletilamina a animais de experiéncia suscita numerosos sintomas do
tipo excitatério [Diamond e a/, 1984; Greenshaw, 1984]. No homem é conhecida a sua implica¢do
em diversas desordens psiquicas, incluindo crises de esquizofrenia [Sandler e Reynolds, 1976]. Na
fenilcetontiria, doenga metabdlica hereditiria caracterizada pela auséncia no figado da fenilalanina-
-hidroxilase, sabe-se que os seus niveis se encontram aumentados, tanto a nivel plasmético como em
diversos tecidos, mas o seu papel no desenvolvimento da doenga ndo se encontra ainda bem
elucidado [Blau, 1989]. Pelo contritio, niveis diminutos de 2-feniletilamina parecem estar
relacionados com doencas depressivas, havendo indicagdes de que o efeito anti-depressivo
manifestado por alguns firmacos que actuam por inibi¢do da MAO seja consequéncia do aumento

ptovocado nos niveis de 2-feniletilamina no organismo [Sabelli e Mosnaim, 1974].

A tiramina é também conhecida pelas suas propriedades simpaticomiméticas indirectas no
organismo humano. Sabe-se que a sua presenga no sangue pode estar na origem de fortes crises de
hipertensio artetial, provavelmente como consequéncia da libertagio massiva de catecolaminas dos
tecidos, nomeadamente da nor-adrenalina [Hoffman, 1998; Hoffman e Lefkowitz, 1996; Moore,
1994]. Alguns autotes sugeriram a possibilidade do composto agir como um "falso" neurotransmissor
ou neurotransmissor "alternativo", capaz de interagir com um receptor da mesma forma que o

"verdadeiro" neurotransmissor, mas com resultados ligeiramente diferentes [Blau, 1989].

Tal como acontece com a 2-feniletilamina, verificou-se que os niveis de tiramina aparecem
aumentados em doentes com fenilcetondria, o que 2 primeira vista ndo seria de esperar, dado a
doenga se caracterizar pelo bloqueio da sintese de tirosina, o aminoicido a partir do qual se forma. E
hoje conhecido que a tiramina pode ser sintetizada directamente a partir da 2-feniletilamina,
provavelmente por ac¢io de uma hidroxilase microssomal (Figura 1.4) e que esta via biossintética
pode nalguns casos ser mais proeminente do que a produgio por descarboxilagio da tirosina [Jonsson

¢t al., 1975).

30



Capitulo 1 - Aminas biogénicas em vinhos

1.1.2.2.1. Fenémenos de intolerincia alimentar associados 3 presenga de 2-feniletilamina e de
tiramina

Tal como acontece com a histamina, a 2-feniletilamina e a tiramina s3o de h4 muito suspeitas
de estar na origem de fenémenos de intolerincia/intoxicagio alimentar, em especial nos casos
caracterizados por fortes cefaleias e outras manifestagSes de cardcter hipertensivo que se seguem
ingestdo de certos tipos de alimentos [Hannington, 1974]. A 2-feniletilamina, em particular, foi
considerada como estando na origem de cefaleias ligadas 2 ingestio de vinho [Luthy e Schlatter,
1983], sendo também apontada como a principal causadora de cefaleias associadas 4 ingestdo de
chocolate, alimento onde estd presente em teotes aprecidveis [Dalton, 1975; Hannington, 1974]. A
tiramina aparece associada a fenémenos de intolerincia resultantes da ingestio de determinados tipos
de queijos, caractetizados por apresentarem elevados teores do composto [Stratton e a/, 1991]. A sua
implicagio em fendmenos de intolerincia a vinhos, em especial vinhos tintos, foi também sugerida

por alguns autores.

Em condigSes notmais, a 2-feniletilamina e a tiramina com origem exégena ou formadas no
tracto gastrointestinal por descarboxilagio dos respectivos aminodcidos precursores, por acgdo
bacteriana, sio rapidamente inactivadas pela accio da MAO, enzima muito abundante no tubo
digestivo e no figado. Estudos feitos com voluntarios mostraram que a administragio por via oral de
100 mg de tiramina é perfeitamente tolerada por pacientes normais [Moneret-Vautrin e André, 1983].
Em pacientes medicados com inibidores da MAO (IMAO), a ingestio de apenas 5-6 mg de tiramina
pode, no entanto, dar lugar 2 uma subida rapida da tensdo arterial, a administracio de 10 mg pode
ampliar o efeito hipertensor observado e a administragio de 25 mg pode dar lugar a crises
hipertensivas de grande gravidade [Ponto ez al, 1977). De igual forma a administracio de doses tio
pequenas como 3 mg de 2-feniletilamina a pacientes com problemas de intolerincia a alguns

alimentos € passivel de desencadear crises de hipertensio [Sandler ez a/, 1974].

A explicagio para as reac¢des de certos individuos 4 ingestio de alimentos contendo
2-feniletilamina e tiramina deve-se, muito provavelmente, e tal como no caso da histamina, a uma
insuficiente actividade das enzimas responsaveis pela sua inactivagio, quer por factores endégenos
ligados ao préprio individuo quer por factores exégenos como a ingestio simultinea de outros

compostos capazes de bloquearem a actividade enzimatica.
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Os casos mais bem estudados sdo os relacionados com pacientes tratados com IMAQO, onde 2
inactivacio enzimatica é, obviamente, muito acentuada, pelo que nio serd de estranhar a ocorténcia
de fenémenos de intolerincia. Estio descritos inimeros casos de graves incidentes, alguns dos quais
mortais, em pacientes sujeitos a tratamento com IMAO apds ingestdo de diversos alimentos, em

particular de queijos [Price e Smith, 1971].

Os IMAO constituem um grupo de farmacos que apresentam, na sua grande maioria, uma
acciio antideptessiva, embora também possam ser usados no tratamento da doenga de Parkinson. A
sua accio ndo é sempre igual devido 2 existéncia de duas formas diferentes da enzima. Com efeito, o
complexo enzimitico monoamino-oxidase (MAO) tem duas formas isoenzimaticas com diferentes
especificidades no que respeita 20s substratos. A 2-feniletilamina é predominantemente metabolizada
pela isoenzima MAO-B enquanto a tiramina é metabolizada tanto pela MAO-A como pela MAO-B.
Os IMAO classicos, como a tranilcipromina e a fenelzina, provocam uma acgio irreversivel sobre as
duas formas isoenzimaticas, sendo eles que estio na origem de graves problemas associados a
ingestio simultanea de alimentos, aparentemente pelo seu teor em tiramina. Todos eles, devido ao seu
dificil manuseamento, encontram-se retirados do metcado portugués, embora ainda se encontrem
disponiveis noutros paises [Matos, 1994]. Actualmente, contudo, existem IMAQO de ac¢io reversivel e
especificos para a forma isoenzimatica A (toloxatona, moclobemida, cimoxatona e brofaromina), os
quais apresentam um tisco de interacgio com a tiramina substancialmente diminuido [Tiller ez 4/,
1986]. Por exemplo, foi demonstrado que pacientes tratados com cimoxatona podem tolerar 40 a 80
mg de tiramina administrados por via oral, enquanto os mesmos pacientes tratados com um IMAO
classico ndo toleram sequer 6 mg do composto [Dollery ez al, 1983]. A explicagio reside ndo s6 no
facto dos firmacos ao ligarem-se exclusivamente 4 MAO-A deixarem a MAO-B livre para
metabolizar a tiramina como também no facto de a sua acgdo ser reversivel, pelo que na presenga de
um excesso de tiramina podem deslocar-se da enzima, permitindo-lhe assim metabolizar esse excesso

[Matos, 1994].
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b

1.1.3. Formagdo de histamina e de aminas aromiticas. Breve referéncia 2 sua presenca
noutros alimentos

A histamina, a tiramina e a 2-feniletilamina sdo formadas por descarboxilagio dos
correspondentes aminodcidos por acgio de enzimas descarboxilases (Figura 1.5). Estas podem ser
endégenas 4 propria matéria prima, em especial quando se trata de produtos vegetais, ou terem
origem em microorganismos descarboxilase-positivos presentes no meio, quer como contaminantes

quer como responsiveis por processos fermentativos.

/:<CH2(I)H NH2 Histidina-descarboxilase /:'<CH20H2NH2

COOH Em——
NQ/N NQ/N
Histidina Histamina
Fenilalanina-descarboxilase
CH2|CH NH, N CH2CH:NH:
COOH
Fenilalanina 2-Feniletilamina
OH@ CH2?H NH2 Tirosina-descarboxilase OH@ CH2CH2NH2
COOH
Tirosina _ Tiramina

Figura 1.5. Formagdo de histamina, 2-feniletilamina e tiramina por descarboxilagio dos aminoécidos correspon-
dentes.

Os maiores teores de aminas verificam-se em alimentos sujeitos a processos de fermentacio
(queijos, produtos de charcutaria, pickles, etc.) ou em alimentos em estado de putrefac¢io. Por este
motivo, a atengio dos investigadores tem estado preferencialmente dirigida para a origem microbiana

dos compostos, havendo mesmo autores que afirmam que a presenga de histamina (juntamente com
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putrescina e cadaverina) em alimentos ndo fermentados pode ser usada como indicador de
contaminagio microbiana [Btink ez 4/, 1990; Karmas, 1981]. E conhecida, porém, a presenga nos
tecidos vegetais de uma enzima histidina-descarboxilase especifica para a histidina enquanto a
descarboxilagio da tirosina e da fenilalanina nos mesmos tecidos pode ter lugar por acgdo de enzimas

inespecificas designadas por descarboxilases de aminodcidos aromdticos [Facchini ¢/ 4/, 2000].

Nio admira assim que esteja descrita a presenca destas aminas nos produtos vegetais e, em
particular nos frutos. Dos trés compostos, a tiramina parece ser o mais abundante, estando a sua
presenga referenciada no anands, no limdo, na laranja e na tangerina, na banana, no abacate, na
ameixa, na framboesa, na beringela, no tomate, na batata, nas sementes de cevada e de milho e nas
folhas de espinafre [Smith, 1980-81]. Os teores encontrados nos frutos sdo, segundo Coutts e @/
[1986], tipicamente inferiores a 5 mg/kg. A histamina foi encontrada em mais de uma dezena de
frutos, incluindo bananas, laranjas, magis, péras, ananases, cerejas, mas sempre em teores inferiores a
0,250 mg/kg [Feldman, 1983]. Os teores mais elevados parecem encontrar-se nos espinafres e nas
beringelas, chegando a atingir os 60 mg/kg [Couttts ¢ a/, 1986]. A 2-feniletilamina, cuja presenga no
chocolate foi ja evidenciada por varios autores, parece encontrar-se nas sementes de cacau em muito
baixo teor tendo a sua formagio lugar apenas durante os processos de fermentagdo e de torra a que o

cacau ¢é sujeito.

Hi alguns anos atrds, um grupo de autores alemides registou a presenga das trés aminas em
questio (mais putrescina e cadaverina) em sumos, néctares e limonadas de diferentes frutos como
laranjas, limdes, morangos, uvas e framboesa, em quantidades geralmente inferiores a 1 mg/L, com
excepgio de uma amostra de sumo de framboesas obtido pelos autores em laboratério directamente a
partir do respectivo fruto, no qual o teor de tiramina encontrado foi de 66,7 mg/L [Maxa e Brandes,

1993].

Nio obstante estes resultados, que apontam para uma presenga que pode ser importante da
histamina e da tiramina em produtos naturais, encontra-se hoje de alguma forma bem documentada a
responsabilidade de um consideravel nimero de estirpes bacterianas na formagio de histamina e de
aminas aromaticas em produtos fermentados ou em alimentos sujeitos a processos de decomposigdo
[Haldsz ef al, 1994; Brink e af, 1990]. Tais estirpes caracterizam-se pela presenga de uma ou mais
enzimas descarboxilantes. Estas, embora nio sejam enzimas largamente distribuidas entre as

bactérias, foram j4 identificadas em varias espécies bacterianas pertencentes a distintos géneros [Rice
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et al, 1976; Voigt e Eitenmiller, 1977}, incluindo muitas espécies lacticas com actividade comprovada
em processos fermentativos [Straub ef a/, 1995; Sumner ez a/, 1985]. Segundo o postulado por Rice ¢
al. [1976], geralmente aceite pelos outros autores, a formagdo de histamina e de aminas aromaticas por
acgdo bacteriana estd dependente de trés factores, a saber: a) presenga de microorganismos
descarboxilase-positivos; b) disponibilidade dos aminoécidos precursores; ¢) condicdes ambientais

favoraveis 4 actividade enzimatica.

Os teores apresentados pelos produtos fermentados podem apresentar variacdes muito
grandes — da quase auséncia a valores da ordem das centenas de mg/kg ou L — em especial de
histamina e de tiramina. A tentativa de identificar correctamente os microorganismos responsaveis e,
dessa forma, evitar a sua utilizagio nos processos fermentativos tem sido o objectivo de muitos
investigadotes com trabalho publicado na area, especialmente em queijos [Brink ef 4/, 1990; Joosten e
Northolt, 1987; Joosten e Stadhouders, 1987; Ordénez ez al, 1997] e em produtos de charcutaria
[Buncic ef al, 1993; Butturini et a/, 1995; Eerola e# a/,, 1996; Maijala ez a/,, 1995; Masson e al., 1996;
Santos, 1998].

Em certos peixes da familia Scombridae, que inclui entre outros o atum e a cavala, quando em
estado de decomposi¢do bactetiana, os teores de histamina chegam a atingir valores da ordem de
gramas por kg de peixe [Kan e a/, 2000; Kim e Bjeldanes, 1979; Omura ef 4/, 1978]. A causa parece
estar nos elevados teores de histidina livre apresentados pelos peixes da referida familia. Por esse
motivo, a histamina tem sido apontada como a causadora de alguns casos descritos de intoxicag¢bes
graves, por vezes mesmo fatais, subsequentes a ingestdo desse tipo de peixes. Tem sido dificil, porém,
encontrar provas irrefutiveis sobre a responsabilidade do composto, dadas as dificuldades da
investigagdo. Além de ndo set possivel determinar os teores de histamina no peixe ja ingerido, muitas
vezes o fendmeno s6 atinge um nimero restrito de pessoas de entre todas as que partilharam idéntica
refei¢do. Existem mesmo autores que refutam categoricamente o envolvimento da histamina neste
tipo de intoxicagdes alimentares, independentemente dos niveis elevados em que 0 cOmPpOosto possa
estar presente, sugerindo a responsabilidade de outras substincias nio identificadas também formadas

durante os processos de degradagio bacteriana dos alimentos em questdo [Ijomah ez a/, 1991].
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1.1.4. Teores de histamina e de aminas aromaticas em vinhos

Pelas razdes expostas, a presenga de histamina em vinhos constitui de hi muito um polo
especial de interesse por parte de muitos investigadores. Ndo serd pois de estranhar que seja
especialmente extenso o nimero de referéncias existentes na literatura referentes aos teores do
composto em vinhos. Com a excepgio de um pequeno nimero de estudos dedicados exclusivamente
As aminas volateis, todos os trabathos dedicados a estudar a presenga de aminas biogénicas em vinhos
apresentam resultados referentes 2 histamina. Nalguns casos, principalmente nos estudos mais

antigos, esta constitui mesmo o objecto tnico dos trabalhos realizados.

Embora nio despertando um interesse tdo grande como a histamina, também é
significativamente elevada a quantidade de dados relativos a presenga nos vinhos de tiramina e de
2-feniletilamina. A generalizagio do uso de metodologias analiticas capazes de permitir a anilise
simultdnea de diversas aminas, faz com que nos trabalhos mais recentes seja comum a apresentagao

simultinea de dados relativos a estas trés aminas.

Muitos dos resultados adiante referidos devem ser vistos com o sentido ctitico necessario,
tendo em atencio as metodologias analiticas usadas, algumas das quais caracterizadas por niveis
insuficientes de especificidade e de sensibilidade. Tendo em atengéo a clareza do texto e uma mais
facil apreensio pelo leitor dos aspectos fundamentais, decidimos nio fazer aqui referéncias detalhadas

aos métodos analiticos usados, que serdo referidos no capitulo seguinte.

A primeira referéncia 2 presen¢a de histamina em vinhos foi feita por Tarantola [1954] que
encontrou o composto durante o desenvolvimento de um método analitico para a separagio e
identificaciio de aminoéacidos. A descoberta foi confirmada alguns anos mais tarde por Marquardt e
Werringloer [1965] que constataram a presenca de histamina na maioria de 100 amostras de vinhos
analisadas, com maior incidéncia nos vinhos tintos (teores geralmente superiores a 5 mg/L, atingindo
num caso os 22 mg/L) do que nos vinhos brancos (teotes geralmente inferiores a 5 mg/L). Em

contraste, verificaram a auséncia do composto numa série de 50 mostos sujeitos a andlise.

Ainda nos anos 60, e fazendo uso de diferentes metodologias analiticas, a presenga de
histamina em vinhos foi verificada por outros autores. Millies {1966] encontrou um teor médio de 1,7
mg/L em 13 amostras de vinhos europeus; Schuller e/ a/ [1967] encontraram um teor médio de 0,85

mg/L (com uma variagio entre 0 e 10 mg/L) em 33 amostras de vinhos alemies; Saint-Blanquat e
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Derache [1968] registaram um teor médio de 1,8 mg/L (com uma variagio entre 0,05 e 9,3 mg/L) em
12 amostras de vinhos franceses; Jakob [1968] encontrou valores entre 0,6 € 20 mg/L em 7 amostras
de vinhos; Granerus ef 4/ [1969] encontraram um teor médio de 4,9 mg/L (com uma variacio entre
0,04 e 15,6 mg/L) em 13 amostras de vinhos; finalmente, Quevauviller e Maziére [1969] analisaram
60 amostras de vinhos franceses, tendo encontrado um teor médio de 4,9 mg/L (com uma variacio

entre 0,1 e 30 mg/L).

Pese embora as debilidades apresentadas pela generalidade dos métodos entio usados para a
quantificagdo da histamina e os grandes avangos que a esse nivel foram ocorrendo (ver capitulo 2), as
principais linhas de forga resultantes destes primeiros trabalhos — presenga do composto na maioria
das amostras em quantidades da ordem dos poucos mg/L, por vezes mesmo inferiores a 1 mg/L,
com maiot incidéncia nos vinhos tintos do que nos vinhos brancos, atingindo mdaximos, num
pequeno nimero de amostras, da ordem das poucas dezenas de mg/L — vieram a ser genericamente

confirmadas pelos trabalhos posteriores.

Ough [1971] analisou cerca de 300 amostras de vinhos da Califérnia, tendo encontrado
apenas trés com teores superiores a 10 mg/L (miximo de 15,5 mg/L) e outras 7 com teores
compreendidos entre 5 e 10 mg/L. Ao contririo dos resultados obtidos por Marquardt e Werringloer
[1965], o autor também registou a presenca de histamina em amostras de mostos, em teores entre 4 €
10 mg/L, o que de resto ji tinha sido evidenciado por Millies [1966], embora em quantidades
inferiores (teor médio de 1,0 mg/L em 13 amostras de mostos provenientes de diferentes paises

europeus).

Mack [1973] analisou 31 vinhos tintos com diversas proveniéncias, tendo registado a auséncia
de histamina em 15 amostras, a sua presenga em "tragos" em 6 amostras, e teores entre 0,3 e 6,6
mg/L nas restantes 10 amostras. Resultados idénticos foram obtidos na mesma altura por
Zappavigna et al. [1974] que analisaram 43 amostras de vinhos italianos, nio tendo encontrado
histamina em 29 amostras e teores entre 1 e 2 mg/L nas restantes 14. Por seu lado, Lafon-Lafourcade
[1975] determinou o teor de histamina em 123 amostras de vinhos franceses tendo encontrado teores
entre 0 e 21 mg/L, com as concentra¢des mais elevadas a corresponderem 2 vinhos tintos da regido

do "Médoc" e da regido do "Burgundy".

Entretanto, dados abundantes relativos a vinhos suicos, resultado da actividade de diferentes

investigadores, revelaram valores nio muito diferentes dos até entio considerados. Num dos estudos
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[Mayer e Pause, 1982], verificou-se a auséncia de histamina em 70 % das amostras analisadas e teores
médios de 0,9 mg/L em vinhos tintos (maximo: 6 mg/L) e de 0,4 mg/L em vinhos brancos (maximo:
8 mg/L), valores estes inferiores aos obtidos em trabalhos anteriores do mesmo grupo, possivelmente
devido 2 melhoria do processo analitico usado. Aerny [1982], registou teores inferiores a 1 mg/L em
25 de um conjunto de 36 amostras de vinhos brancos e em 15 de um conjunto de 29 amostras de
vinhos tintos, tendo encontrado apenas 3 amostras com teores superiores a 10 mg/L, todas
correspondentes a vinhos tintos. Frohlich e Battaglia [1980] analisaram 100 amostras de vinhos
comerciais, tendo encontrado teores ligeiramente superiores: em 27 amostras os teores encontrados

foram superiores a 3 mg/L, tendo-se verificado em 5 delas teores supetiores a 21 mg/L.

A partir de meados dos anos oitenta, comegou a generalizar-se 0 uso de metodologias
baseadas em técnicas de cromatografia liquida, capazes de propotcionar a obtengido simultinea de

dados referentes a mais do que uma amina.

Um dos primeiros ensaios em larga escala referentes 2 determinagio de histamina e de
tiramina (juntamente com putrescina e cadaverina) foi efectuado por Zee ef al. [1983] que analisaram
um total de 221 amostras com proveniéncia em diversos paises, sendo 102 correspondentes a vinhos
tintos, 99 a vinhos brancos, 17 a vinhos tipo Porto (produzidos no Canadi) e 3 a vinhos tipo Sherry
(também produzidos no Canada). Os teotes médios obtidos para a histamina foram, respectivamente,
de 5,73, 3,35, 3,48 e 5,48 mg/L. Para a tiramina os teores médios encontrados nas mesmas amostras
foram da mesma ordem de grandeza, com excepgio das 3 amostras de Sherry, nas quais nao foram
detectados quaisquer sinais do composto: vinhos tintos - 5,18 mg/I; vinhos brancos - 4,41 mg/L;
vinhos tipo Porto - 2,17 mg/L. Por curiosidade pode afirmar-se que foram analisadas 2 amostras de
vinhos tintos e¢ 4 amostras de vinhos brancos com origem em Portugal, as quais apresentatam teores
de histamina e de tiramina (apenas no caso dos vinhos tintos) muito inferiores 2 média geral: para a
histamina, o teor médio dessas amostras foi de 1,24 e 1,12 mg/L, para os vinhos tintos e os vinhos
brancos, respectivamente; a tiramina, por seu lado, nio foi encontrada nas amostras de vinho tinto,
tendo-se observado um teor médio de 4,43 mg/L nas amostras de vinho branco, idéntico ao teor

médio verificado para o conjunto de todas as amosttas.

Cilliers e Van Wyk [1985] analisaram 184 amostras de vinhos comerciais elaborados na Africa
do Sul, tendo obtido para a histamina um teor médio de 4,8 mg/L nos vinhos tintos (117 amostras),
muito superior ao verificado nos vinhos rosé (5 amostras) — 1,03 mg/L ~ e, principalmente, a0

verificado nos vinhos brancos (62 amostras) — 0,1 mg/L; o teor médio observado para os vinhos
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tintos que tinham sofrido a fermentagio malolactica (91 amostras) foi de 5,4 mg/L, enquanto para os
restantes (26 amostras) o teor médio encontrado foi de apenas 2,5 mg/L. 13 amostras, 12 das quais
cortespondentes a vinhos com fermentagio malolactica, apresentaram um teor superior 2 10 mg/L,
incluindo uma amostra contendo 49 mg/L, um dos valores mais elevados, senio o mais elevado, até
hoje referidos na literatura. Os vinhos brancos apresentaram todos teores infetiores a 1 mg/L. Para a
tiramina os teores médios observados foram de 0,5 mg/L para os vinhos tintos (105 amostras) e
inferiores 2 0,1 mg/L para os vinhos brancos (47 amostras); nos vinhos tintos verificou-se, a exemplo
do assinalado para a histamina, um teor médio superior nos vinhos com fermentacio malolactica, 0,6
mg/L contra 0,2 mg/L para os restantes; registaram-se 13 amostras com teores supetiores a 1 mg/L,

com um maximo de 6,4 mg/L, enquanto o miximo encontrado num vinho branco foi de 2,4 mg/L.

De entre os virios trabalhos publicados pelo grupo de Cerutti e colaboradores efectuados
com vinhos italianos (em que os autores procederam a determinagio das trés aminas aqui em estudo
mais a putrescina e a cadaverina) podemos salientar dois, pelo nimero de amostras analisadas e pelo
significado dos resultados obtidos. No primeiro, cotrespondente 4 andlise de 71 amostras de vinhos
[Cerutti e al., 1986], verificou-se, pela primeira vez em larga escala, teores médios de 2-feniletilamina
em vinhos superiores a0s de histamina e de tiramina: enquanto que estas duas aminas nio foram
encontradas em, respectivamente, 31 e 33 amostras, a auséncia de 2-feniletilamina apenas foi
verificada em 3 amostras; nas restantes, os teores encontrados desta amina situaram-se entre 0,3 e 1
mg/L (22 amostras), entre 1 e 3 mg/L (36 amostras) e superiores a 3 mg/L (10 amostras, com um
miximo de 8,9 mg/L). Nas amostras em que foi vetificada a presenca de histamina e de tiramina, os
teores encontrados situaram-se, no caso da histamina, entre 0,2 e 1 mg/L (19 amostras), entre 1 e 3
mg/L (9 amostras) e superiores a 3 mg/L (12 amostras) e, no caso da tiramina, entre 0,2 e 1 mg/L
(19 amostras), entre 1 e 3 mg/L (14 amostras) e superiores a 3 mg/L (5 amostras). A exemplo do
verificado nos trabalhos anteriormente referidos, os vinhos tintos apresentaram, em regra, teores de
histamina, tiramina e 2-feniletilamina superiores aos vinhos brancos; a quase totalidade das amostras
com teores superiores a 3 mg/L de qualquer das 3 aminas em causa eram de vinhos tintos, incluindo

todas as amostras com valores superiores a 5 mg/L.

Em trabalho posterior do mesmo grupo [Vecchio et al, 1989], no qual foi usada uma
metodologia analitica mais avangada (HPLC - ver capitulo 2), a anilise de 33 amostras de vinhos
italianos revelou resultados muito inferiores aos anteriores. A grande maioria dos vinhos (26

amostras) nio revelou a presenca de histamina (limite de deteccio do método: 0,05 mg/L), tendo
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apenas uma amostra registado um teor superior a 0,2 mg/L — 2,6 mg/L. Para a tiramina, os resultados
obtidos foram similares; o composto ndo foi encontrado em 25 amostras (limite de detecgdo do
método: 0,05 mg/L), tendo 3 amostras apresentado teores superiores a 1 mg/L, com um méaximo de
54 mg/L. A amostra com teor mais elevado em tiramina foi a2 mesma que apresentou um teor
méximo de histamina, apresentando também um teor elevado de putrescina (8,2 mg/L) mas nio de
2-feniletilamina (< 0,05 mg/L). Para esta ultima, os teores observados foram de novo superiores mas
nio tio elevados como na experiéncia anterior: apenas 12 amostras revelaram a presenca desta amina
(limite de detecgio do método: 0,05 mg/L), tendo apenas 3 apresentado teores superiores a 1 mg/L,

com um méximo de 2,4 mg/L.

Vidal-Carou et a/. [1990a] determinaram os teotes de histamina e tiramina em 226 e 1806
amostras de vinhos espanhdis, respectivamente. Os teores médios de histamina observados foram de
4,07 mg/L nos vinhos tintos (127 amostras), 0,86 mg /L nos vinhos rosés (34 amostras) e 0, 81 mg/L
nos vinhos brancos (65 amostras). A diferenga de teores entre os vinhos tintos e os vinhos brancos
foi bem visivel: dos vinhos brancos, 86 % das amostras apresentaram teores inferiores a 2 mg/L,
enquanto para os vinhos tintos a percentagem foi de apenas 48 %. Adicionalmente, 30 % das
amostras de vinhos tintos apresentaram teotes supetiores a 4 mg/L, nio havendo nenhuma amostra
de vinho branco a atingir esse teor. Para a tiramina, a diferenga entre vinhos tintos e vinhos brancos
também foi notada mas com menor intensidade; os teores médios observados foram de 3,03 mg/L
nos vinhos tintos (111 amostras), 1,66 mg /L nos vinhos rosés (23 amostras) e 1,49 mg/L nos vinhos

brancos (52 amostras).

Num relatério publicado em 1990, com dados relativos 2 andlise de vinhos tintos de grande
qualidade produzidos em Franga (23 amostras), Espanha (21 amostras) e Itdlia (17 amostras) [Tricard
e Cazabeil, 1990], foram registados os seguintes teores: histamina — teores médios de 3,63, 502e2,19
mg/L, para vinhos franceses, espanhdis e italianos, respectivamente, variando de 0 a 11,4, de 0,8 a
16,6 e de 0,1 a 8,3 mg/L; tiramina - teores médios de 3,22, 6,33 e 3,21 mg/L, para os mesmos vinhos,
variando de 0,6 2 10,5, de 0,9 a 20,2 e de 0,7 a 6,5 mg/L; 2-feniletilamina - teores médios 0,86, 0,86 ¢
0,96 mg/L, para os mesmos vinhos, variando de 0,22 2,5,de 0,12 2,5 ¢ de 0,12 1,8 mg/L.

Por seu lado, Ibe ez a/. [1991] encontraram, em 32 amostras de vinhos tintos, teores médios de
1,90, 1,87 e de 1,34 mg/L para a histamina, tiramina e 2-feniletilamina, respectivamente, com
variacdes de < 1 (16 amostras) a 10,0, de 0,13 a 9,51 e de 0,18 a 5,18 mg/L. Nas 43 amostras de

vinhos brancos analisadas, os autores registaram a presenga de histamina em apenas 11, com um teor
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médio de 1,1 mg/L e um méximo de 9,9 mg/L; a tiramina foi encontrada em 38 amostras, com um
teor médio de 0,98 e um méximo de 7,80 mg/L e a 2-feniletilamina mostrou-se presente em 41

amostras, com um teor médio de 2,26 e um maximo de 10,4 mg/L.

Ingargiola e Bertrand [1991] obtiveram teores médios de 4,15, 2,18 e 1,30 mg/L, para a
histamina, a tiramina e a 2-feniletilamina, respectivamente, em 49 amostras de vinhos tintos franceses
e teores médios das mesmas aminas de 1,85, 3,45 e 0,85 mg/L, em 13 amostras de vinhos brancos da
"Bourgogne", nos quais a fermentagio malolictica tinha ocotrido, e de 0,57, 0,77 € 0,47 mg/L em 7
amostras de vinhos brancos de "Bourdeaux" nio sujeitos ao referido processo fermentativo. Os
mesmos autores determinaram também os teores de histamina em 9 amostras de "Champagne" tendo

encontrado um teor médio de 4,94 mg/L.

Numa série de estudos citados num artigo de revisio da autoria de Lehtonen [1996] sio
referidos teores médios de histamina de 3,4 e de 0,26 mg/L, teores médios de tiramina de 3,1 e de 0,6
mg/L e teores médios de 2-feniletilamina de 1,0 e de 1,3 mg/L, para 200 amostras de vinhos tintos e
125 amostras de vinhos brancos, respectivamente [Holen e Sanderud, 1991]; teores médios de 2,0 e
de 1,5 mg/L, para a histamina, de 4,8 ¢ de 8,6 mg/L, para a tiramina e de 1,7 e de 1,7 mg/L, para a
2-feniletilamina, em 151 amostras de vinhos tintos e 51 amostras de vinhos brancos, respectivamente
[Mayer e Pause, 1987]; teores variando entre 0,2 e 6,3 mg/L e entre 0,2 e 4,2 mg/L, para a histamina,
entre 1,2 e 11,8 mg/L e entre 0,9 e 8,8 mg/L, para a tiramina, e entre 0,4 ¢ 11,7 mg/L ¢ entre 0,2 e
14,7 mg/L, no caso da 2-feniletilamina, em 38 amostras de vinhos tintos e 56 amostras de vinhos

brancos [Maxa ¢f a/., 1992].

Num trabalho da autoria de Bauza ez /. [1995a], com dados relativos a 220 vinhos franceses
das regides do "Rhéne" e da "Provence” (150 vinhos tintos e 70 vinhos rosés e brancos), aqueles
autores também registaram teores médios de histamina significativamente superiores nos vinhos
tintos — 5,2 mg/L — do que nos vinhos brancos e réses — 0,2 mg/L; destes, 98 % apresentaram teores
inferiores a 1 mg/L enquanto nos vinhos tintos essa percentagem foi de apenas 3 %; além disso,
12 % dos vinhos tintos apresentaram teores superiotes a 10 mg/L, incluindo 7 amostras com teores
superiores a 20 mg/L. No que respeita 4 tiramina, a diferenca entre os teores dos vinhos tintos e dos
restantes foi semelhante — teores médios de 2,3 e de 0,2 mg/L, respectivamente; 38 % das amostras
de vinhos tintos apresentaram teores supetiores 2 5 mg/L, incluindo 11 amostras com um teor
superior a 10 mg/L, com um valor méximo de 19 mg/L. Ao contririo do registado noutros estudos,

a 2-feniletilamina apresentou para os vinhos tintos um teor médio inferior aos encontrados para a
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tiramina e para a histamina — 1,4 mg/L; nos vinhos brancos, o teor médio foi de 0,7 mg/L; No seu
todo, mais de metade das amostras apresentaram teores de 2-feniletilamina inferiores a 1 mg/L,
tendo-se encontrado apenas 5 amostras com um teor supetior a 5 mg/L, com um méximo de 8,06

mg/L.

Nos diversos trabalhos do grupo de Busto e colaboradores, correspondentes a aplicagdo de
diferentes metodologias de HPLC desenvolvidas pelos autores a amostras de vinhos espanhdis da
regidio de Tarragona (ver capitulo 2), os teores obtidos para a histamina em vinhos tintos,
apresentaram uma certa homogencidade, sem grandes variagdes entre as diversas amostras. Este facto
é particularmente evidente num trabalho de 1995, em que os teores observados em 13 amostras
variatam entre 3,25 e 5,65 mg/L, com um teor médio de 3,94 mg/L [Busto ef 4/, 1995], ¢ num
trabalho posterior, correspondente 2 anilise de 15 amostras, nas quais se encontraram teores de
histamina entre 5,3 e 7,8 mg/L, com um teor médio de 6,3 mg/L [Busto ¢ a/, 1997]. Num trabalho
intercalar, correspondente a andlise de 44 amostras de vinhos tintos, 0s mesmos autores registaram
um teor médio de histamina da mesma ordem de grandeza — 5,13 mg/L, mas com valores que
variaram entre 0,66 e 13,5 mg/L [Busto ¢ al, 1996b]. Neste mesmo trabalho foram analisadas 14
amostras de vinhos brancos e 8 amostras de vinhos rosé da mesma regiio, tendo sido encontrados
teores médios de histamina de 1,15 mg/L, com um méximo de 3,46 mg/L, para os vinhos brancos e

de 2,48 mg/L, com um miximo de 5,18 mg/L, para os vinhos rosé.

Quanto 2 tiramina, os teotes encontrados no primeiro dos trabalhos referidos [Busto ef af,
1995] variaram entre 0,73 ¢ 3,93 mg/L, com um teor médio de 2,21 mg/L, enquanto nos restantes
trabalhos o composto se apresentou estranhamente ausente da totalidade das amostras (com
excepgio de uma amostra de vinho branco) o que levanta a possibilidade de existéncia de problemas
analiticos nio assinalados pelos autores, até porque em ambos os casos foi usado um agente de
derivatizacio pouco divulgado entre os restantes autores (ver capitulo 2). A 2-feniletilamina foi
encontrada nas 13 amostras atras referidas em teores que vatriaram entre 0,40 e 2,31 mg/L, com um
teor médio de 1,17 mg/L [Busto et a/, 1995, enquanto que no trabalho referente a andlise de 15
amostras, 0s teores obtidos foram muito homogéneos, variando entre 0,5 e 0,6 mg/L [Busto e 4,
1997]. No trabalho correspondente  analise de um maior nimero de amostras [Busto ef al, 1996b]

nio sio referidos, um tanto inexplicavelmente, resultados referentes a esta amina.

Teores médios de histamina e de tiramina relativamente elevados foram registados por

Vazquez-Lasa ez a/. [1998] em 89 amostras de vinhos tintos da regido espanhola de Rioja, disponiveis
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comercialmente. Os autores dividiram as amostras em 4 diferentes categorias, de acordo com a idade
e a qualidade global dos vinhos — "jovens" (elaborados recentemente); "crianzas” (3 anos de
envelhecimento, um dos quais, pelo menos, em casco de madeira); "reservas" (vinhos de grande
qualidade com um minimo de 3 anos de envelhecimento, um dos quais, pelo menos, em casco de
madeira) e "grandes reservas" (vinhos de grande qualidade com um minimo de 2 anos de
envelhecimento em casco de madeira e de 3 anos em garrafa) — tendo obtido teores médios de,
respectivamente, 8,72 mg/L (36 amostras), 6,67 mg/L (26 amostras), 6,92 mg/L (17 amostras) e 5,12
mg/L (10 amostras) para a histamina e de 4,98, 5,78, 4,00 e 5,98 mg/L, para a tiramina. Como ser
assinalado no capitulo respectivo, os teores de putrescina encontrados nestas amostras foram
extremamente elevados em relagio aos habitualmente referidos na literatura. Em 10 amostras de
vinhos brancos e 10 amostras de vinhos rosés da mesma regifio simultaneamente analisadas os teores
médios encontrados foram significativamente mais baixos, 0,84 e 1,21, para a histamina, e 0,89 e 0,95

mg/L, para a tiramina.

No trabalho de Soufleros e al [1998), referente 4 determinacio de 8 aminas biogénicas
(histamina, tiramina, 2-feniletilamina, putrescina, cadaverina, metilamina, etilamina e isoamilamina)
em vinhos franceses de diferentes regides, a histamina e a tiramina apresefntaram-se como as aminas
biogénicas mais abundantes nas amostras de vinhos tintos, logo a seguir a4 putrescina. Para a
histamina, os teores médios encontrados foram de 9,77 e de 7,20 mg/L, para os vinhos oriundos da
"Bourgogne" (tintos; 20 amostras), ¢ de "Bordeaux” (tintos; 66 amostras), respectivamente, com
variagGes que se situaram entre 0,04 ¢ 31,63 no primeiro caso e entre 0,83 e 16,26 mg/L no segundo.
Para a tiramina, os teores médios encontrados nas mesmas amostras foram de 6,90 e de 5,64 mg/L,
com variagdes que se situaram entre 0,27 e 22,10 mg/L e entre 0,89 e 15,62 mg/L, respectivamente,
Teotes destas duas aminas também elevados foram observados nalgumas das 6 amostras de vinhos
"Champagne" simultaneamente analisadas; nessas amostras, o teor médio de histamina foi de 5,45
mg/L com uma variagio entre 0,20 e 17,20 mg/L, e o teor médio de tiramina foi de 10,98 mg/L com
uma variagao entre 0,20 e 17,60 mg/L. Nas amostras de vinhos brancos da "Alsace" (20 amostras) e,
em especial, de vinhos licorosos (5 amostras), os teores encontrados foram significativamente
inferiores; os primeiros apresentaram um teor médio de histamina de 1,09 mg/L, com uma variacio
entre 0,03 e 7,72 mg/L, e um teor médio de tiramina de 1,14 mg/L, com uma variacio entre 0,13 e
7,67 mg/L; os vinhos licorosos apresentaram todos teores de histamina inferiores a 1 mg/L, com um
teor médio de 0,42 mg/L, enquanto para a tiramina os teores observados foram em média de 1,37

mg/L, com uma variagio entre 0,32 e 2,68 mg/L. Para a 2-feniletilamina, os teores encontrados nas
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mesmas amostras foram muito inferiores, ndo se tendo encontrado diferengas importantes entre os
diversos tipos de vinhos. O teor médio mais elevado foi verificado nas amostras de vinhos licorosos
(2,87 mg/L, variando entre 1,07 e 4,49 mg/L) enquanto os teores mais baixos foram observados nas
amostras de "Champagne" (0,23 mg/L, vatiando entre 0,10 e 0,30 mg/L); nas amostras de vinhos
tintos de "Boutgogne", registou-se um teot médio de 1,23 mg/L, com uma variagio entre 0,08 e 3,30
mg/L; nos vinhos de "Bordeaux" o teor médio foi inferior, 0,67 mg/L, em resultado da existéncia de
muitas amostras isentas da referida amina, mas algumas amostras apresentaram niveis elevados, com
um miximo de 9,83 mg/L. Nos vinhos brancos o teor médio foi de 1,57 mg/L, com uma variagio

entre 0,08 e 4,85 mg/L.

A ideia da histamina como a segunda amina biogénica habitualmente mais abundante nos
vinhos, logo a seguir 4 putrescina, saiu reforgada no estudo de Gléria ez al [1998] referente a
determinacio de aminas biogénicas ndo voldteis em 59 amostras de vinhos monovarietais das castas
Pinot Noir (36 amosttras) e Cabernet Sauvignon (23 amostras) produzidos no estado de Oregon, nos
Estados Unidos, e referentes as colheitas de 1991 e 1992. O composto foi detectado em 88 % das
amostras analisadas, tendo sido obtidos, para cada uma das castas teores médios de 7,20 e de 2,71
mg/L, respectivamente. Um total de 23 amostras, 18 da casta Pinot Noir e 5 da casta Cabernet
Sauvignon, apresentou teotes supetiores a 8 mg/L, tendo o teor méximo correspondido a 23,98
mg/L. A tiramina apresentou, como em muitos dos trabalhos ja referidos, teores inferiores aos de
histamina; nos vinhos Pinot Noir o teor médio foi de 1,62 mg/L, tendo-se observado um teor
miéximo de 8,31 mg/L, enquanto nos vinhos Cabernet Sauvignon o teor médio observado foi de 0,71
mg/L, com um méximo de 7,53 mg/L. Para a 2-feniletilamina, os teores médios obtidos foram
significativamente infetiores, em especial nos vinhos Cabernet Sauvignon, onde o maximo verificado
foi de 0,14 mg/L. Nos vinhos Pinot Noir o teor médio foi de 0,12 mg/L, tendo-se verificado um teor

miéximo de 0,89 mg/L.

No mesmo estudo, os autores procederam a determinagdo de duas aminas inddlicas
raramente alvo do interesse dos diversos investigadores: a triptamina e a serotonina. Se bem que
reduzidos, os seus teores mostraram-se, porém, superiores aos de 2-feniletilamina, o que nio deixa de
despertar alguma curiosidade. Nos vinhos Pinot Noir, essa presenga foi mais evidente, tendo-se
observado um teor médio de triptamina de 0,20 mg/L, com uma amostra a apresentar um teor
méximo de 5,51 mg/L, enquanto para a serotonina o teor médio observado foi de 0,47 mg/L, com

um teotr méiximo de 2,23 mg/L. Nos vinhos Cabernet Sauvignon, nio foi detectada a presenga de
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triptamina em nenhuma das amostras, tendo-se observado um teor maximo de 0,49 mg/L de

serotonina.

Finalmente, num estudo referente a andlise de 73 vinhos vatietais produzidos no Canadi e
prontos a entrar no circuito comercial, Soleas ¢f a/. [1999] registaram niveis de histamina e de tiramina
muito inferiores aos referidos nos estudos anteriormente citados, ainda assim mais elevados nos
vinhos tintos do que nos vinhos brancos. Genericamente, os vinhos foram obtidos a partir de uvas
em estado de maturagdo completa, o perfodo de maceragio pré-fermentativa foi de algumas horas
para os vinhos brancos e de 5 a 21 dias para os vinhos tintos, tendo a fermentagio sido efectuada em
cubas de ago inoxidivel apds adigio de agicar (até 12° alcodlicos potenciais) e de leveduras
iniciadoras da espécie "Prise de Mousse"; a fermentagdo malolictica teve lugar apenas nos vinhos
tintos, imediatamente apds o final da fermentagio alcodlica, por inoculagio com bactérias da espécie
Leuconostoc oenos, sendo os vinhos posteriormente adicionados de SOz (40 mg/L) e clarificados com
bentonite ou terra de diatoméceas. Nos vinhos tintos, produzidos a partir de 5 diferentes castas
(Gamay Noir, Merlot, Pinot Noir, Cabernet Sauvignon e Cabernet Franc; 34 amostras no total), os
teores médios de histamina variaram entre 1,0 e 2,5 mg/L, com um méximo de cetca de 3,4 mg/L,
enquanto os teores médios de tiramina variaram entre 0,1 e 0,4 mg/L, com um méximo de 0,7 mg/L.
Nos vinhos brancos, produzidos também a partir de 5 diferentes castas (Vidal Blanc, Seyval Blanc,
Riesling, Chardonnay e Muscat Motio; 39 amostras no total) os teores médios de histamina variaram
entre 0,2 e 0,8 mg/L, com um méximo de cerca de 3,4 mg/L, enquanto a tiramina apenas foi
encontrada nos 12 vinhos elaborados a partir de uvas da casta "Chardonnay" que apresentaram um
teor médio de 0,2 mg/L, com um maximo de 0,4 mg/L. Para a 2-feniletilamina, os teores maximos
encontrados corresponderam aos vinhos tintos das castas Gamay Noir e Pinot Noir, teores médios de
1,0 e 0,65 mg/L, respectivamente, tendo as restantes amostras, tanto de vinhos tintos como brancos,
apresentado teores médios muito baixos, sempre inferiores a 0,3 mg/L; o composto nio foi
encontrado nos vinhos brancos da casta Vidal Blanc. Neste trabalho é feita referéncia pela ptimeira
vez, pelo menos na literatura a que tivemos acesso, 4 presenga em vinhos de 1-metil-histamina; o
composto foi encontrado em quantidades significativas nos vinhos de todas as castas, excepto da
casta branca Muscat Morio, com particular incidéncia nos vinhos das castas brancas Chardonnay (teor
médio de 2,4 mg/L, com um méximo de 3,25 mg/L), Seyval Blanc (teor médio de 1,7 mg/L, com um
méximo de 2,8 mg/L) e da casta tinta Pinot Noir (teor médio de 2.4 mg/L, com um maximo de 2,9

mg/L).
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No que se refere a vinhos portugueses, os unicos dados existentes referem-se a2 um estudo
recentemente publicado com dados relativos a 30 amostras de diversas regides demarcadas [Mafra e
al, 1999]. Os teores encontrados foram genericamente reduzidos, em especial de histamina e de
tiramina, para as quais os teores méaximos encontrados foram de 1,7 e de 3,1 mg/L, respectivamente.
A 2-feniletilamina apareceu em destaque nos vinhos da regido do Dio, que apresentaram um teor

médio de 4,87 mg/L (6 amostras) com uma das amostras a apresentar um teor de 12,73 mg/L.

1.1.5. Estudos sobre a origem da histamina e das aminas aromaticas em vinhos

Tendo em atenglio as diversas etapas do processo de elaboragio dos vinhos, podem

admitir-se cinco origens possiveis para a presenga de aminas nos mesmos:

1. Presenca nos mostos usados como matétia-prima na elaboragio dos vinhos.

2. Formagio pelas leveduras envolvidas no processo de fermentagio alcodlica.

3. Formagio pelas bactérias responsiveis pelo processo de fermentagdo malo-lctica.
4. Formagio pela acgdo de bactérias contaminantes.

5. Formagio durante o processo de envelhecimento (por actividade enzimaitica
residual ou por acgio bacteriana).

O trabalho expetrimental realizado pelos diferentes grupos de investigadores nesta area tem
tido como objectivo principal elucidar a importincia relativa de cada uma destas diferentes origens, de
forma a ser possivel a implementagio de ac¢Ges concretas no sentido de se poder obter vinhos com
menores teores deste tipo de compostos. O centro das atengdes tem sido focalizado na origem
bacteriana das aminas, sem dtivida impottante nalguns casos particulares, mas aparentemente incapaz
de justificar, por si so, algumas das variages observadas. A influéncia de algumas varidveis
relacionadas com os processos de vinificagdo, como a temperatura dos processos fermentativos, o pH
dos mostos e dos vinhos, o tempo de maceragio, etc., tem sido também estudada de forma intensiva.
O contributo de outros factores, porventura importantes para se conseguir uma abordagem global do

fenémeno, como a influéncia da casta e o tipo de evolugio das aminas ao longo do processo de
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envelhecimento dos vinhos tem sido de certa forma descurado, sendo poucos os resultados obtidos

nesses dominios, como se podera verificar nos respectivos itens”,

1.1.5.1. Presenga da histamina e das aminas arométicas nos mostos

Sdo diminutas e j4 um pouco antigas as referéncias encontradas na literatura respeitantes a
presencga de histamina e de aminas aromiticas no mosto de uvas. A ideia generalizada ¢ a de que os
mostos ndo contém este tipo de compostos, pelo menos em quantidades significativas [Radler e Fith,

1991].

Millies [1966] terd sido o primeiro autor a referir a presenca de histamina, tendo encontrado
um teor médio de 1,0 mg/L em 13 amostras de mostos originirios de diferentes paises europeus;
Ough [1971], por seu lado, encontrou teores mais elevados, de 4 a 10 mg/L, em trés amostras de
mosto, mas os seus tresultados poderio sofrer das debilidades manifestadas pelo método analitico
usado (ver capitulo 2). Posteriormente, Desser ¢z /. [1981] referem teores de histamina de apenas 0,6
pmol/L ou, aproximadamente, 0,070 mg/L, nio tendo encontrado quaisquer vestigios de tiramina,
enquanto Buteau ¢ 4/ [1984], pelo contririo, verificaram a presenga de tiramina — teor de 3,5
pmol/L ou, aproximadamente, 0,380 mg/L — mas nio encontraram qualquer indicio da presenca de
histamina. Feldman [1983] refere teores de histamina inferiores a 0,250 mg/L e Vidal-Carou ez 4/,
[1990b], por seu lado, verificaram a presenca de ambos os compostos em todos as cinco amostras de
mostos estudadas, com teores vatiando entre 0,10 e 1,15 mg/L. No que respeita a 2-feniletilamina, as
tnicas referéncias que encontramos na literatura referente 2 sua presenga em mostos, encontram-se
em dois trabalhos do grupo de Ough, nos quais é indicada 2 presenca do composto em quantidades

inferiores a 0,2 mg/L [Ough e Daudt, 1981; Ough ¢ 4/, 1981].

Nio obstante os baixos teores referidos e tendo em conta os resultados recentemente obtidos
por Maxa e Brandes [1993] em sumos de frutas, a hipétese de uma parcela importante da histamina e
das aminas aromiticas presentes nos vinhos poderem ser origindrias das uvas continua em aberto. De

igual forma ¢ possivel, do ponto de vista tedrico, haver diferengas significativas no que respeita aos

* Como afirmado no capitulo de Introdugio Geral, o objectivo do trabalho executado para a elaboragio desta dissertagiio passou
precisamente, para além dos aspectos respeitantes a0 desenvolvimento de novos procedimentos analiticos, pela tentativa de
contribuir para o esclarecimento de alguns dos pontos menos estudados, designadamente, a presenca de aminas nos mostos, a
sua formagio durante o processo fermentativo e, finalmente, a sua evolucio durante o processo de envelhecimento.
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teores de aminas normalmente apresentados pelas diversas castas. Recentemente, foram encontradas
diferencas significativas nos teotres encontrados em vinhos monovarietais produzidos numa mesma
regido (Niagara, Ontirio, Canadd) em condicdes de vinificacio relativamente idénticas
(nomeadamente no que diz respeito ao uso de leveduras seleccionadas para o arranque da
fermentaciio, ao controle de temperatura e aos teores de SOz usados) o que sugere a existéncia dessas
mesmas diferencas nos mostos usados para a respectiva elaboragdo [Soleas e i 1999]. Os autores
adiantam, contudo, a necessidade de mais experiéncias para comprovar o facto, pois algumas das
diferencas podem estar relacionadas com o facto de cada vinho ter sido sujeito a diferentes tempos de
maceracio, factor que como veremos mais adiante parece influenciar a quantidade de algumas aminas
apresentada pelos vinhos. Por exemplo, os teores mais elevados de aminas (aromaticas e nao sO)
foram observados nos vinhos da casta Pinot Noit, que se caracterizam pela intensidade e extensio

dos fenémenos de maceracio, justificados pela fraca intensidade corante das uvas em causa.

1.1.5.2. Formacio da histamina e das aminas aromaticas pelas leveduras envolvidas no
¢
processo de fermentagio alcodlica

O possivel papel desempenhado pelas leveduras envolvidas no processo de fermentagio
alcodlica tem sido alvo do interesse de alguns investigadores, com resultados nem sempre
coincidentes. Inicialmente, houve autores que acreditaram set essa a principal origem das aminas
encontradas nos vinhos [Lafon-Lafourcade, 1975; Quevauvillier e Maziére, 1969, Zappavigna, 1974].
No entanto, o facto dos elevados teores de aminas apresentados por alguns vinhos nio poderem ser
justificados apenas pela actividade fermentativa das leveduras tem levado os investigadores a prestat
maior atencdo & possivel origem bactetiana das aminas em detrimento do estudo da sua formagao por

acgdo das leveduras.

Nio obstante, existem estudos que parecem apontar pata um papel das leveduras na
formacio de aminas mais importante do que aquele que normalmente lhe é reconhecido. Buteau ef al.
[1984] puseram em evidéncia a formagio de histamina e de tiramina, numa quantidade superiora 1 e
a 2 mg/L, respectivamente, durante 0 processo de fermentacio alcodlica, mas ndo conseguiram
demonstrar de forma inequivoca que essa formagio fosse consequéncia apenas da actividade das
leveduras. A formacio de histamina durante a fermentagio alcodlica foi também observada por um

grupo de investigadores espanhéis [Somavilla e/ al, 1980). Vidal-Carou ez /. [1990b], por seu lado,
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observaram a formagio de pequenas quantidades de tiramina (com um maximo de cerca de 1 mg/L),
nio tendo verificado qualquer variagio nos teores de histamina originalmente presentes nos mostos.
Anteriormente, num trabalho do mesmo grupo, tinha ji sido observada a formagio de pequenas
quantidades de tiramina, 0,3 e 0,7 mg/L, na monitorizacio de duas cubas de fermentacio
[Rivas-Gonzalo ez @/, 1983]. Cerutti et al. [1991], por seu lado, observaram diferencas nos teores de
2-feniletilamina imputiveis a0 uso de diferentes estirpes de Saccharomyces cerevisae no processo
fermentativo. Sintomaticamente, a estirpe que se caracterizou por originar vinhos com maiores teores
daquele composto tinha sido anteriormente caracterizada pela capacidade de formar teores

importantes de dlcool 2-feniletilico.

530 muito escassas as referéncias que conseguimos encontrar na literatura referentes 2
presenca de actividade descarboxilante nas leveduras. Num dos raros trabalhos sobre o assunto,
potém, foi encontrada actividade histidino-descarboxilante (medida pela formagdo de histamina a
partir de um meio de cultura padronizado, adicionado de histidina) em todos os cinco diferentes tipos
de leveduras do género Saccharomyces cerevisae ensaiados [Pogorzelski, 1992]. Sintomaticamente, o autor
verificou que os resultados obtidos em meio sintético se confirmaram numa experiéncia de
elaboragiio de vinhos a partir de mostos de baga de sabugueiro™: as leveduras que em meio sintético se
apresentaram mais fortemente produtoras de histamina deram origem a0s vinhos com maiores teores
do composto (6,82 a 11,00 mg/L). Segundo o autor, a accio histaminogénica das referidas leveduras,
identificadas pelo mesmo como "Bordeaux" e "Burgundy", pelo papel predominante habitualmente
desempenhado na elaboragio daqueles vinhos tintos, poderia assim justificar o facto de muitos
vinhos tintos apresentarem teotes de histamina mais elevados. Tdénticos resultados, no que respeita 2
dependéncia dos teores de histamina em fungio do tipo de levedura usado na fermentagio, terdo sido
observados anteriormente em vinhos obtidos a partir de diversos frutos, por outros autores polacos,

num artigo escrito na lingua nativa, 20 qual ndo tivemos acesso [Rosa e Komornicka, 1990].

Por outro lado, é de hd muito conhecido o facto dos extractos de leveduras conterem
histamina e tiramina, em teores que podem atingir 2,8 ¢ 1,6 g/kg, respectivamente [Blackwell ¢f 4/,
1969]. Estas quantidades podem ser responséveis, assumindo a total libertagdo das aminas para o
meio, pela presenga nos vinhos de 3 mg/L de histamina e de 2 mg/L de tiramina [Radler e Fith,
1991]. A autdlise das leveduras, fendémeno que vai gradualmente tendo lugar no final do processo

fermentativo, poderia assim justificar a presenca de maiores quantidades daquelas aminas nos vinhos

* “elderberry fruit", na designagio inglesa |
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tintos, pois é habitual estes ficarem em repouso em contacto com as respectivas "borras” até A

ocorréncia da fermentacio malolictica ao contririo dos vinhos brancos, que sio de imediato

clarificados.

1.1.5.3. Formagdo da histamina e das aminas aromaticas por acgdo bacteriana. Influéncia das
condigdes de "vinificagdo em tinto"

Tendo em conta os conhecimentos sobre a presenca de histamina noutros produtos
fermentados, a possibilidade de uma fracgio importante dos teores de histamina encontrados nos
vinhos ter uma origem bacteriana foi uma hipotese que, naturalmente, também foi colocada desde
cedo por alguns autores. Embora parega hoje em parte confirmada, muitos porém sdo os aspectos
que continuam a ser alvo de controvérsia e a necessitar de explicagSes coerentes, ndo s6 no que
respeita 4 formagdio de histamina, mas principalmente no que respeita 2 formagio de tiramina e de

2-feniletilamina, sobre as quais se poder afirmar serem ainda mais as ddvidas do que as certezas.

Como vimos anteriormente, é comum nos diversos trabalhos efectuados sobre a presenca
destas aminas nos vinhos a constatacio de teores mais elevados de histamina e de tiramina nos vinhos
tintos do que nos vinhos brancos. Verificam-se, no entanto, algumas nuances dignas de registo. Se no
caso da histamina essa constatagio é generalizada, j4 no caso da tiramina sdo muitas as excepgoes a
essa regra, enquanto os teores de 2-feniletilamina parecem mesmo nio ser influenciados pelo tipo de

vinho.

Uma das diferencas fundamentais entre a elaboragio de vinhos tintos e de vinhos brancos
reside no processo de acabamento conhecido por fermentagio malolictica, que consiste basicamente
na transformacio do 4cido malico em acido lactico, e é responsavel pela melhoria das qualidades
organolépticas dos vinhos com excesso de acidez. Da responsabilidade de um nimero restrito de
bactétias licticas, dotadas com o equipamento enzimatico necessario para a referida transformagio e
capazes de sobreviver nas condi¢des in6spitas provocadas pela presenca de 4lcool e por um pH da
ordem dos 3-3,5, o processo é comum & quase totalidade dos vinhos tintos, onde muitas vezes é
promovido pela inoculagio do vinho com as bactérias apropriadas, e normalmente evitado nos

vinhos brancos, que raramente melhoram com a referida desacidificagao.
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E natural, assim, que tenham recaido sobre as bactérias licticas responséveis pela fermentagio
malolictica as principais atengdes no que respeita a formagdo de aminas, tendo a ideia sido, desde
muito cedo, promovida por muitos autores [Aerny, 1982, 1985; Marquardt e Werringloer, 1965;
Mayer e Pause, 1971; Plumas e Sautier, 1972; Schneyder, 1973]. Duas linhas de investigagio em

paralelo estudaram o assunto, com resultados, as mais das vezes, contraditérios e decepcionantes.

Alguns autores limitaram-se a observar o efeito da fermentagio malolictica nos teores de
aminas observados nos vinhos. Se muitos verificaram uma nitida influéncia do referido processo no
aumento dos teores observados, principalmente de histamina e, em muitos casos, também de tiramina
[Castino, 1975; Delfini, 1989; Subden, 1979; Vidal-Carou, 1990a; Soufleros ef a/. 1998], outros nio
encontraram qualquer relagio entre os dois fenémenos em experiéncias especificamente dirigidas para
o estudo do tema [Buteau et @/, 1984; Cavazza et a/, 1995; Cerutt et o/, 1987; Ough et 4/, 1987].
Num dos casos, os autores verificaram mesmo uma diminui¢io dos teores de histamina (e também de
putrescina e de cadaverina) durante a ocorréncia do referido processo fermentativo [Buteau et 4/,

1984).

Por outro lado, o trabalho de muitos microbiologistas incidiu sobre a tentativa de descobrir
actividade descarboxilante nas bactérias em causa, em especial nas pertencentes a espécie Leuconostoc
oenos, unanimemente consideradas como as mais aptas para executar a referida transformagido. Mayer
et al. [1971] terdo sido dos primeiros a estudar o assunto, tendo concluido que a histamina poderia ser
formada por algumas estirpes de Pediococcus, em especial da espécie P. damnosus, mas nio pelas diversas
estirpes de Leuconostoc oenos ensaiadas, as quais se revelaram todas negativas no que respeita a
produgio daquele composto. Estes resultados foram sendo, na sua esséncia, confirmados pot
diversos outros autores que se dedicaram ao assunto. Weiller e Radler [1976] testaram 105 estirpes de
bactérias licticas, incluindo praticamente todas as estirpes conhecidas de Leuconostoc anos, tendo
encontrado capacidade de formagdo de histamina em apenas uma estirpe de Pediococcus. Ough et al.
[1987] verificaram a formagio de quantidades muito reduzidas de histamina (0,1 a 0,7 mg/L) por
acgdo de diferentes estirpes de Lewconostoc, Pediococcus e Lactobacillus, mesmo quando suplementadas
com histidina. Em experiéncias similares, Delfini [1985, 1989] verificaram um teor maximo de
histamina de 2,8 mg/L por acgdo de uma estitpe de Pediococcus cerevisae, enquanto todas as outras
estirpes ensaiadas levaram a formagio de teores substancialmente infetiores. Choudhury ez 4/ [1990]
observaram a capacidade de formagio de histamina em duas estirpes de Lactobacillus buchneri e a

capacidade de formagio de tiramina por descarboxilagio de tirosina numa estirpe de Lewconostoc @nos.
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Farias ef al [1993] detectaram a presenga de histidina-descarboxilase em apenas uma estirpe de
Lactobacillus hilgardi de entre 21 diferentes espécies de bactérias licticas encontradas em vinhos
argentinos (10 espécies de Pediococcus pentosacens, 7 espécies de Lactobacillus hilgardi e 4 espécies de
Leuconostoc oenos) ensaiadas. Faeth e Radler [1994] confirmaram a capacidade de formagio de grandes
quantidades de histamina (50 mg/L) das duas estirpes de Lactobacillus buchneri referidas por Choudhury
et al. [1990], tendo observado também a formagio de elevados teores de tiramina (41 mg/L) numa

estirpe de Streptococcus.

Uma alteragdio nesta convicgio generalizada sobre a auséncia de capacidade produtora de
histamina nas bactérias do género Leuconostoc oenos teve lugar finalmente em 1994, quando uma estirpe
retirada de um vinho, identificada pelos autores pot L. cenos 9204, demonstrou essa capacidade
[Lonvaud-Funel e Joyeux, 1994]. O facto foi confirmado por estudos posteriores do mesmo grupo
que levaram, numa primeira fase, ao isolamento e caracterizagdo da enzima histidino-descarboxilase
responsavel pelo processo [Rollan ez a/, 1995] e, posteriormente, 4 clonagem e sequenciagio do gene

correspondente [Coton ef al,, 1997).

Baseados no conhecimento da sequéncia nucleotidica do gene correspondente a referida
histidina-descarboxilase, 0 mesmo grupo de autores desenvolveu um método baseado na moderna
técnica de PCR, pelo qual se torna possivel avaliar a presenga em vinhos da estirpe contendo a
enzima em questdo [LeJeune e a/, 1995]. A aplicagio do método a 118 vinhos representativos das
mais importantes regides francesas mostrou a presenca da referida estitpe em cerca de metade dos
vinhos analisados [Coton e a/, 1998]. Segundo os autores, os vinhos para os quais o teste foi negativo
nio apresentaram sinais de histamina enquanto os restantes apresentaram teores entre 0,130 e 10,580
mg/L. Nos vinhos contendo histamina, os autores verificaram também a presenga de quantidades
significativas de outras aminas, nomeadamente tiramina e putrescina (teores ndo refetidos), enquanto
nos restantes vinhos essa presenca se revelou muito inferior. O estudo da bactéria em questio,
todavia, revelou a inexisténcia de capacidade para a descarboxilagdo de outros aminodcidos para além
da histidina, o que deixa em aberto a possibilidade de existéncia de outras estirpes com esta

capacidade, capazes de actuarem em simultineo.

Os diversos estudos posteriormente feitos pelo mesmo grupo no sentido de identificar
estitpes de Lenconostoc oenos com actividade tirosina-descarboxilase positiva resultaram todos em

fracasso. Apenas foi possivel verificar a presena da referida actividade em duas estirpes de
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Lactobacillus brevis isoladas a partir de vinhos com a fermentagio malolictica completa, as quais

mostraram aptiddo para a formagio de tiramina e também de 2-feniletilamina [Motreno-Atribas ef 4/,

2000].

Uma actividade descarboxildsica genérica, sem especificagio dos aminoédcidos em causa, foi
entretanto observada por um grupo de autores portugueses [Leitio e i, 2000] em 6 estirpes de
Lenconostoc oenos, de um total de 200 estirpes analisadas. Essa actividade, porém, foi vetificada apenas
em meio de cultura caracterizado por pH 6 e auséncia de etanol. A inocula¢do de vinhos com as
referidas estirpes bacterianas resultou na esperada degradagio do acido maélico mas nio se verificou a

formagio de quantidades significativas de aminas biogénicas.

Obviamente que, embora constituindo um avango assinalével na caractetizagio da origem da
histamina nos vinhos, estes resultados deixam perceber estar-se ainda perante um longo caminho a
percorrer no que respeita a um esclarecimento cabal das origens das aminas aromaéticas nos vinhos.
Tal como Aerny [1990] tinha referido a propésito da inoculagio de vinhos com estirpes de Pediococcus
damnosus capazes de formar histamina em meio sintético, também a presenga da estirpe de Lewconostoc
venos possuidora de actividade histidino-descarboxildsica ndo leva automaticamente i formagio de

histamina, o que sugere que outras condi¢des devem estar reunidas para a reacgio ter lugar.

Lafon-Lafourcade [1975] tinha avangado com a ideia da formacio de histamina estar
associada a fen6menos de caréncia, o que de certa forma condiz com as observagées de Aerny [1990]
acerca da formagdo de histamina ter lugar durante a fase final da fermentacio malolictica. Nos
tltimos anos esta ideia parece comegar a ganhar adeptos entre os testantes autores, particularmente
entre os acima citados com trabatho na drea da identificagio de estitpes com actividade
descarboxildsica. E o caso de Lonvaud-Funel e Joyeux [1994] que verificaram que a produgio de
histamina pela estitpe de Leuconostoc oenos identificada como histidino-descarboxilase positiva era
estimulada em meios carentes em glucose e em 4cido milico. Nesse sentido aponta também a
observagdo feita por Leitdo e 4l [2000] acerca de uma maior actividade proteolitica na fase
estaciondria do crescimento bactetiano, ou seja, apds a exaustio do meio nos nutrientes mais
energéticos. Bauza ef 4l [1995a], por seu lado, vetificaram que a adicio de leveduras seleccionadas,
que proporciona um arranque e um final de fermentagio mais eficazes, contribuia para uma
diminuigio efectiva dos teores encontrados em relacio a vinhos elaborados apenas com a

participagdo da flora indigena, o que também vem corroborar a referida tese.
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Outros factores ligados ao processo de vinificagio sdo também considerados por alguns
autores como impottantes no elevado teor de aminas apresentado por certos vinhos. Assim, Bauza ez
al, [1995a] apontam os processos de fermentagdo demorados, normalmente acompanhados de intensa
maceracio, e que sdo caractetisticos da produgio de alguns vinhos tintos de qualidade, como uma
possivel causa para a formagio de teores elevados de histamina e de tiramina. Aqueles autores

encontraram uma forte correlacio entre a duracio desses processos e os teores daquelas duas aminas.

Mais importante ainda parece set importincia do contacto prolongado dos vinhos com as
respectivas "borras" no final dos processos fermentativos. Esta ideia, sugerida inicialmente por
Buteau e 4/, 1984, foi recentemente defendida por Coton ez a/ [1999] e Soleas et al. [1998]. O contacto
com as "borras" poderi provocar o enriquecimento do meio nos aminodcidos precursores,
nomeadamente por acgio de proteases de origem bacteriana, cuja presenga foi identificada em certas
estirpes de Lenconostoc oenos [Manca de Nadra ef af, 1997, 1999]. A autdlise das leveduras, que
entretanto vai tendo lugar, também pode estar na origem da libertagdo para o meio dos referidos
aminoécidos [Lonvaud-Funel e 4/, 1988]. Nio existe, porém, qualquer correlagdo entre o teor de
aminas aromaticas de um vinho e os trespectivos aminoacidos precutsores, histidina, tirosina e

fenilalanina [Bauza ef 4/, 1995a].

O pH e o teor de SO, dos mostos em fermentagio podem também influenciar decisivamente
a formacio de aminas, provavelmente pela selec¢io provocada ao nivel do tipo de bactérias
contaminantes presentes [Aerny, 1990; Cerutti et 4, 1991; Cillliers e Van Wik, 1985; Mayer e Pause,
1973; Vidal-Carou, 1990a]. Teores de pH supetiores a 3,5 poderdo provocar uma proliferagio de
bactérias contaminantes, incluindo as da espécie Pediococcus dammnousus, que sio muito sensiveis ao pH,
nio se conseguindo desenvolver abaixo daquele valor. As bactérias de Lenconostos oenos, por seu lado,
suportam valores de pH mais baixos, mas sio muito sensiveis 4 presen¢a de SO2. O pH optimo para

a actividade das diversas amino-descarboxilases parece variar entre 4,0 e 5,4 [Teodorovic ef 4/, 1994].

Ainda assim, todos estes factores ndo parecem ter qualquer influéncia sobre os teores de
2-feniletilamina, para a qual a hipétese de origem bacteriana carece de demonstragio experimental, e
muito dificilmente explicam as variagdes observadas nos teotes de tiramina que, relembre-se, por
vezes sio mais elevados nos vinhos brancos, geralmente menos ricos em aminodcidos e menos

sujeitos a contaminagdes bacterianas.
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11.5.4.Evolugio da histamina e das aminas aromdticas durante o processo de
envelhecimento

E grande o desconhecimento no que se refere a evolugdo das aminas durante o
envelhecimento dos vinhos, o que reflecte o reduzido trabalho experimental realizado nessa area.
Bauza e al [1995a] ndo encontraram diferencas significativas no teor de histamina e de aminas
aromaticas de vinhos envelhecidos nas adegas, antes do engarrafamento, durante periodos diferentes,
de apenas alguns meses a mais de dois anos. Pelo contrério, foi notéria a diferenca encontrada pelos
mesmos autotes entre os vinhos envelhecidos em cubas de cimento e de aco inox e os vinhos
envelhecidos em recipientes de madeira, apresentando estes tltimos teores de histamina e de tiramina
sensivelmente duplos dos primeiros; para a 2-feniletilamina nio verificaram qualquer diferenca
significativa. No estudo ji antes citado, que visou a determinacio de aminas em vinhos da Rioja (em
que os vinhos mais velhos tinham aproximadamente cinco anos de armazenamento) os autores
também nio verificaram qualquer aumento do teor de aminas com a idade [Vasquez-Lasa e 4/, 1998].
Coton ez al. [1998] afirmam, porém, ter verificado que a actividade da enzima histidina-descarboxilase
tesponsavel pela transformagio de histidina em histamina se mantinha com o tempo, mesmo ap6s a
populagio bacteriana nio ser ja detectivel; em consequéncia, postulam que a formacio de histamina,

poderd ter lugar a0 longo do processo de envelhecimento.

1.1.5.5. Outros factores com possivel influéncia na formagio da histamina e das aminas
aromaticas em vinhos :

A utlizagio de processos de fertilizacio azotada excessivos é referida por Ingargiola e
Bertrand [1991] e por Bauza e/ 4/, [1995a] como uma das causas dos elevados teores de histamina e
de tiramina apresentados por alguns vinhos, sem contudo avancarem com dados concretos. Delas
[1993] aponta um valor de 100 kg N/ha/ano como causador de um aumento dos teores de histamina,

para la de um empobrecimento geral da generalidade dos parimetros de qualidade dos vinhos.

Hipétese interessante foi a colocada por um autor polaco ja antetiormente citado, baseado em
estudos feitos com vinhos elaborados a partir de baga de sabugueiro [Pogorzelski, 1992]. Segundo
aquele autor, a formagio de histamina estaria extremamente dependente da composi¢io dos mostos

em aminodcidos por trés motivos diferentes: o primeiro residia no facto de a cisteina actuar como
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inibidor da histidina-descatboxilase, em virtude da sua capacidade de bloquear o fosfato de piridoxal
cuja funcio é essencial para a actividade da enzima; o segundo residia no papel estimulante exercido
pot alguns aminoacidos, nomeadamente alanina, leucina e arginina, no desenvolvimento de
microosganismos produtores de histamina; o terceiro, mais 6bvio, estava relacionado com o teor do
mosto em histidina, o aminoécido precursor para a sintese da histamina. Ndo temos conhecimento,
porém, de qualquer desenvolvimento posterior da sua proposta. A exemplo do j4 referido a proposito
de extractos de leveduras, o mesmo autor observou também capacidade de formagio de histamina a
partit de preparagOes pectoliticas de uso comercial, muito usadas na fase pré-fermentativa do
processo de elaboragio de alguns vinhos (por exemplo, sdo muito usadas na preparagio de vinhos

verdes brancos).

1.1.5.6. Acgdo de agentes clarificantes na remogio de histamina dos vinhos

O uso habitual de bentonite na clarificacdo dos vinhos brancos é considerado por alguns
autores como responsivel pelos menores teores de aminas aromaticas apresentados por estes. A
capacidade daquele agente clatificante remover aminas dos vinhos é conhecida de ha muito [Cerutti e
Colombo, 1972; Mayer e Pause, 1985]. Mais recentemente, Scholten [1996] verificou que
concentragdes elevadas daquele agente clarificante resultavam numa remogdo significativa da
histamina presente nos vinhos. Num outro trabalho também recente, verificou-se que o uso de
bentonite numa quantidade de 120 g/hL resultou numa redugio muito acentuada dos teores de
histamina observados (de cerca de 11 mg/L para valores da ordem dos 2-3 mg/L, com quatro
distintas variedades comerciais de bentonite) enquanto para a tiramina a diminui¢do verificada foi
praticamente insignificante [Kallay e Body-Szalkai, 1996]. Esta descrito, porém, que quantidades de
bentonite superiores a 50 g/hL provocam uma diminui¢io acentuada das qualidades organolépticas
do vinho. Nos vinhos tintos, o referido agente clarificante ndo pode sequer ser usado devido ao facto
de promover a remogio de compostos polifendlicos, incluindo os antocianos responsaveis pela cor.
Os mesmos autores vetificaram igualmente que o carvido activado, em quantidades superiores a 5

g/hL, era ainda mais eficaz na redugio dos teores, neste caso tanto de histamina como de titamina.
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1.2. Diaminas e poliaminas naturais

1.2.1. Introdugio

No grupo das diaminas e poliaminas naturais, o maior destaque vai para a putrescina, a
espermidina e a espermina, compostos que ocorrem ubiquitariamente em todas as células vivas, onde
desempenham importantes fung¢des ligadas ao crescimento e diferenciacio celular [Seiler ez a/, 1990;
Tabor e Tabor, 1984]. Outros compostos aqui considerados sdo a cadaverina — que apesar da sua
semelhanga estrutural com a putrescina nio apresenta as mesmas origens e tem uma importincia nos
organismos vivos bastante mais reduzida — a 1,3-diaminopropano, a 1,6-diaminohexano e a agmatina

(ver estruturas na Figura 1.6).

Conhecidos ha longo tempo — a titulo de exemplo podemos referir que a formagio de
cristais de fosfato de espermina a partir de sémen humano foi evidenciada por V. Leeuwenhoek em
1678 — o interesse pelo estudo destes compostos teve um acréscimo assinalavel na dltima metade do

século XX, particularmente desde que o casal Tabor, em 1958, conseguiu elucidar as linhas gerais do
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seu processo de sintese biolégica [Zappia e Pegg, 1988]. Desde entio, e particularmente nos ultimos
20-25 anos, sitaam-se j4 na casa das dezenas de milhares o nimero de novas referéncias a poliaminas
e topicos relacionados, como facilmente se poderi concluir pela consulta a2 uma base de dados

apropriada, o que d4 conta da extraordiniria importincia que lhes € atribuida.

NHo—[CHls~NH; NHo—[CHols+—NHy

1,3-diaminopropano Putrescina

NHo—[CH2]5—NHy NHo—[CH2],~NH-[CH2]s—NH2
Cadaverina Espermidina

NH2~[CHzl3-NH-[CH2]s~NH-[CH2]s-NH;

Espermina NH, _<NH
NH-[CH2l,~NH:

Agmatina

Figura 1.6. Estrutura das diaminas e poliaminas: 1,3-diaminopropano, putrescina, cadaverina, espermidina,
espermina e agmatina

Os motivos deste generalizado interesse pelas di e poliaminas baseiam-se no facto de se tratar
de compostos que se encontram presentes em todas as células vivas, em concentra¢Ses que se podem
considerar relativamente elevadas e, fundamentalmente, cujos teores aumentam significativamente
nos tecidos que se encontram em processo de rapido crescimento. Este facto leva a que lhes scja
atribuido um papel essencial na etiologia de doengas como o cancro, da mesma forma que pode abrir
novos caminhos no combate a certas infeccdes devastadoras como a malaria e, também, no controlo

de fitopatogénicos responsaveis pela devastagio de muitas plantas [Galston e Weinstein, 1988].

Durante muito tempo consideradas como "moléculas 4 procura de uma fungio”, estd hoje
petfeitamente estabelecido que a putrescina, a espermidina e a espermina exercem funcdes essenciais
para o crescimento e 0 normal desenvolvimento de microorganismos bem assim como para as células

das plantas e dos animais superiores. Actuam fundamentalmente a nivel dos processos de divisao

58



Capitulo 1 - Aminas biogénicas em vinhos

celular, sendo mesmo consideradas, nas plantas, como uma nova classe de factores de crescimento ou
hormonas vegetais [Bagni e Pistocchi, 1988]. Muitos dos mecanismos que regulam o seu modo de
actuagdo continuam, porém, por elucidar. Exemplo bem demonstrativo, que nio resistimos a deixar
de referir, é o titulo de um trabalho recente de dois autores japoneses conhecidos pelo seu trabalho
nesta drea desde os anos setenta: "Poliaminas: misteriosos moduladores de fungdes celulares” [Igarashi e

Kashiwagi, 2000].

A presenca de di e poliaminas nos alimentos apresenta, deste modo, aspectos contraditérios,
que convém desde ji salientar. Por um lado, trata-se de compostos indispensiveis a0 organismo
humano, especialmente nas fases de crescimento intenso ou de rejuvenescimento de determinado
tipo de tecidos ou de 6rgios (fases pds-operatérias, queimaduras, etc.). Por esse motivo, e como
veremos mais adiante, alguns autores advogam firmemente a necessidade da suplementaciio de alguns
tipos de dieta com este tipo de compostos ou, pelo contririo, a sua total supressio na dieta de
pacientes com determinado tipo de doengas, em especial as associadas ao crescimento indevido de
determinados tecidos, como é o caso do cancro. Por outro lado, a sua presenga em alguns alimentos,
em particular a presenca de putrescina, estd normalmente associada a fenémenos de contaminagio
bacteriana, sendo usada como indicador de insuficiente qualidade higiénica, um pouco 4 semelhanca
do que se passa com 2 histamina. Acresce a isto, o facto atrds mencionado, da sua presenca poder
potenciat os fenémenos de intolerincia/intoxicagdo provocados nalguns individuos pela presenca de
histamina e tiramina nos alimentos, em virtude da sua contribuigio para a inibi¢io das enzimas

gastro-intestinais responsaveis pela degradagio daqueles compostos.

Tendo em atengdo o panorama descrito, parece evidente a necessidade de conhecimentos
fidedignos e actualizados respeitantes 4 presenga de poliaminas nos diversos alimentos, com particular
destaque para os produtos fermentados, como os vinhos, onde os mesmos podem existir em

quantidades mais elevadas.

1.2.2.Importincia das diaminas e das poliaminas no metabolismo humano

A exemplo do que acontece na generalidade dos organismos vivos, a putrescina, a
espermidina e a espermina exercem no homem um papel determinante nos mecanismos de renovacio

celular podendo considerar-se, em consequéncia, essenciais para a manutencio da satde.
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A acgio destes compostos a nivel celular resulta da sua peculiar estrutura policatinica, a qual
lhes facilita a interacgdo com moléculas carregadas negativamente e a consequente possibilidade de
ligagio a estruturas nucleares e de membrana, sobretudo fosfolipidos, proteinas e acidos nucleicos
[Smith, 1985; Seiler, 1990; Tabor e Tabor, 1984]. A fracgio livre e a fracgio ligada das poliaminas
parecem estar presentes num ripido equilibrio dindmico. A maior parte das suas fungdes celulares é
explicada pelas modificagdes estruturais causadas no RNA, molécula a que se encontram
preferencialmente ligadas no interior do compartimento celular [Igarashi e Kashiwagi, 2000]. Embora
possam actuar de forma nio-especifica por ligagdo a estruturas celulares carregadas negativamente
(papel em que podem ser substituidos por caties metdlicos como o Ca?* e o Mg?*) muitos dos
efeitos bioldgicos das di e poliaminas sio especificos, pelo que se podem considerar como substincias
essenciais para o crescimento e proliferagio celular. Bardécz e 4/ [1995] sumarizam as etapas dos
processos de sintese proteica e de sintese de DNA e de RNA em que parece haver uma acgio de

modulagio por parte das di e poliaminas, e que incluem:

¢ Controlo e iniciagdo do processo de translagio.
¢ Regulagio da sua fidelidade

¢ Estimulacio da associacdo das subunidades ribossémicas durante a sintese de

DNA e de RNA.
¢ Estabilizagio da estrutura do RNA de transferéncia
¢ Redu¢io do grau de degradagio do RNA

¢ Envolvimento no processo de condensagio do DNA

Os aspectos até agora mais dificeis de explicar referem-se ao tipo de regulagio a que obedece
o comportamento das di e poliaminas no interior do compartimento celular e as diferentes fungdes
que as mesmas parecem executar, de acordo com o estado evoluciondrio da célula. No que respeita a
este ltimo ponto, a mais recente proposta ¢ a de Igarashi e Kashiwagi [2000] que atribuem duas
categorias diferentes de fung¢des a estes compostos, de acordo com os seus niveis intracelulares: em
concentracdes relativamente baixas, a sua ac¢io serd essencialmente de manutengio da viabilidade
celular enquanto concentragdes mais elevadas terdo um efeito estimulante sobre a proliferagdo celular,

com as consequéncias positivas ou negativas, que daf poderao advir.
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Embora n3o mencionada por muitos autores, uma possivel proptiedade das poliaminas que
tem vindo a ganhar relevo em muitos dos trabalhos publicados é o seu hipotético papel como
anti-oxidantes e anti-inflamatérios naturais do organismo. O tema foi recentemente revisto por
Lovaas [1997] num bem documentado trabalho com mais de 150 referéncias bibliogrficas.
Resumidamente, a tese do autor, sustentada numa elevada quantidade de trabalho experimental, é a
de que as poliaminas tém uma ac¢io geral de protecgio do organismo contra todas as formas de
agressdo oxidativa, protegendo em especial os dcidos nucleicos e os icidos gordos poliinsaturados
desse tipo de ataque. A forma como o fazem estard associada 2 sua dupla capacidade de ligagio a
estruturas aniénicas e catiénicas: no primeiro caso, isso permite-lhes a sua ligagio a acidos nucleicos e
membranas fosfolipidicas, protegendo-as dos agentes oxidantes capazes de actuar sobre as mesmas;
no segundo caso, a sua ligagdo a catides metilicos actua como forma de prevengio da formacio de
locais especificos dentro da célula com grande densidade de oxigénio activo. Recentemente
verificou-se que a acgdo anti-inflamatéria da espermina é conseguida por intermédio da sua

capacidade de modulagio da actividade dos macréfagos [Zhang ef al., 2000].

Bastante interessante no contexto desta tese ¢ a proposta muito recentemente apresentada
por Dandrifosse e# al [2000], que postularam um papel essencial para as poliaminas, espermidina e
espermina, na prevengio de alergias alimentares. O seu estudo, baseado em trabalho expetimental
desenvolvido em ratinhos e também em criangas de tenra idade, permitiu concluir que as poliaminas
s3a0 essenciais para um normal desenvolvimento do tracto digestivo das criangas, de grande
importincia nomeadamente no que respeita 4 permeabilidade s macromoléculas, e que a espermina,
em particular, desempenha um papel de importincia fundamental na proliferagio e diferenciagio dos
linf6citos isolados das amigdalas. A probabilidade de desenvolvimento de alergias alimentares por
parte das criangas mostrou uma correlagio negativa com os teores de espermina do leite com que
eram alimentadas, chegando a atingir os 80 % quando os teores eram inferiores a 2 nmol/mL e
aproximando-se de zero quando esses teores ultrapassavam os 13 nmol/mL. Segundo os autores, o
leite materno apresenta geralmente poliaminas em quantidade suficiente para impedir o aparecimento
de fenémenos alérgicos, mas o leite em po apresenta teores bastante mais reduzidos, pelo que serd

aconselhivel a sua suplementagdo com os referidos compostos.

A maior parte das células humanas, tal como as dos outros seres vivos, tem capacidade para
produzit as poliaminas de que necessitam para o seu normal funcionamento. A ornitina, produto

resultante do metabolismo da arginina, é habitualmente considerada como o precursor exclusivo para
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a sua sintese "de novo", intervindo no processo a enzima ornitina-descarboxilase, que catalisa a

descarboxilacio daquele composto com formagio de putrescina.

A partir da putrescina existem duas grandes vias metabolicas tesponsaveis pela formagdo e
degradaciio das poliaminas: o chamado ciclo de interconversio das poliaminas, esquematizado na

Figura 1.7, e o chamado processo de catabolismo terminal [Seiler, 1990].

Por intermédio do referido ciclo de interconversdo das poliaminas, a putrescina pode dar
origem i espermidina (triamina) e a espermina (tetraamina), por transferéncia sucessiva de grupos
aminopropil, cujo dador é a S-adenosilmetionina descarboxilada, proveniente do metabolismo do
aminodcido metionina. Ao contririo do que sucede com a putrescina, a sintese das poliaminas esti
assim dependente da disponibilidade de S-adenosilmetionina descarboxilada e, desse modo,
directamente ligada ao metabolismo de um segundo aminodcido, a metionina. Um dos produtos
formados em quantidades equimoleculares durante a produgdo de espermidina ¢ de espermina € a

5-metiltioadenosina, reutilizado pela célula na formagdo de ATP.

Simultaneamente, e em sentido inverso, a espermina e a espermidina podem ser
transformadas nos seus precursores imediatos, espermidina e putrescina, respectivamente. Essa
transformacio tem como ponto de partida a acetilagio das moléculas de espermina e de espermidina,
o que leva 2 uma diminuigdo da sua polaridade, logo a uma maior facilidade na sua participagiao nos
processos de troca entre o meio intracelular e o exterior. A acetilespermina e a acetilespermidina
podem entdo, sob a acgio de poliamino-oxidases, cindir-se em duas moléculas dando origem a uma
molécula de espermidina ou de putrescina, respectivamente, € a uma molécula de
acetoamidopropanal. Em todo este processo metabdlico intervém uma série de enzimas altamente
reguladas e induzidas por inimeros factores, cada uma delas capaz de se tornar no factor limitante do

processo, dependendo da situagio fisiolégica [Seiler, 1990].

O processo de catabolismo terminal das poliaminas, é catalisado por amino-oxidases capazes
de transformar cada uma das poliaminas nos respectivos aldeidos por desaminagio oxidativa de um
grupo amina primério. Estes aldeidos sio posteriormente transformados em acidos ou compostos
y-lactimicos e, nessa forma, excretados por via urinaria, juntamente com derivados acetilados nio

metabolizados [Seiler ez 4/, 1981].
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Figura 1.7. Vias metabélicas que regulam a produgio de putrescina, espermidina e espermina. (l-arginase; 2-
ornitina-descarboxilase; 3-arginina-descarboxilase; 4-agmatina-iminohidrolase; 5-putrescina-carba-

r o 3 . . . L
moil-transferase; 6-espermidina-sintase; 7-espermina-sintase)’.

» . . e P . P . - . . .
Para evitar a repetigio da figura algumas paginas adiante, ests indicada na mesma a formagio de putrescina a partir da arginina
pela via da agmatina e pela via da citrulina, as quais apenas tém lugar em plantas e microorganismos. Como é descrito no texto,
no homem apenas se conhece a via metabélica que apresenta a ornitina como intermedidria.
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No passado pensou-se que a sintese das poliaminas era sempre feita in situ nas células, a
medida das respectivas necessidades. Todavia, sabe-se hoje que, adicionalmente ao processo de
sintese intracelular de poliaminas, os tecidos com necessidades especiais destes compostos podem
usar as poliaminas provenientes de fontes exdgenas, particularmente da dieta ¢ da acgdo das bactérias

residentes no tracto gastrointestinal [Bardécz ef al, 1993; Sarhan e 4/, 1989].

O teor das poliaminas nas células ¢, desta forma, um processo passivel de grande regulagio,
ao nivel da respectiva sintese, degradagéo, absot¢do e excre¢do [Igarashi e Kashiwagi, 1999; Pegg,
1986]. A sua sintese e absorgio sio estimuladas por estimulos proliferativos, que simultaneamente
inibem a respectiva degradagio e excrecdo. Pelo contririo, quando os teores de poliaminas sao
superiores as necessidades celulares, ha uma inducio da sua degradacgio e excre¢do e, a0 mesmo
tempo, uma inibigio dos mecanismos de absorgio e de sintese, neste ltimo caso ptincipalmente por
aumento da velocidade de degradagio da ornitina-descarboxilase, a enzima que ocupa um papel chave

em todo o processo [Igarashi e Kashiwagi, 2000].

No que respeita ao aporte de poliaminas provenientes da dieta, experiéncias desenvolvidas em
ratinhos mostraram que as poliaminas sdo facilmente absorvidas no intestino delgado, provavelmente
por difusio passiva [Bardécz ez al, 1993]. E possivel que outros mecanismos de absorgdo, como o
transporte activo ou a difusio facilitada, também tenham lugar, mas a niveis de concentragio muito
inferiores aos normalmente verificados nos alimentos, logo de reduzida importincia na absorgdo de

compostos provenientes da dieta [Scemama ef ., 1993].

Contudo, apenas uma fracgio das poliaminas que atingem o limen intestinal sdo absotvidas,
integradas na corrente circulatoria e postas 4 disposigdo dos diferentes 6rgéos. No estudo feito em
ratinhos j atras referido, Bardécz ef al [1995] verificaram ndo chegar a 50 % a fracgdo absorvida,
sendo a restante porgio imediatamente metabolizada por acgio de enzimas intestinais responsaveis
pelos processos de catabolismo das poliaminas; a diamino-oxidase (DAO), no caso da putrescina € a
poliamino-oxidase (PAO), no caso da espermidina e da espermina, parecem ser as enzimas com um
papel mais importante no controlo da quantidade de poliaminas disponiveis para absorgao. No caso
da putrescina, essa acgio metabélica faz-se sentir com especial intensidade, o que nao admira se
tivermos em conta que a DAO é uma das enzimas mais abundantes nos tecidos intestinais [Seiler ez

al., 1980].
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De qualquer dos modos, tendo em atengéo os teores apresentados pelos diversos alimentos, a
quantidade de poliaminas proveniente da dieta parece ser quantitativamente importante em relacio 2
quantidade de poliaminas sintetizadas pelas células do organismo. Este facto assume especial
relevincia em situagdes de elevada exigéncia do organismo em poliaminas, nas quais as quantidades

formadas endogenamente pelos tecidos ndo chegam para suprir as respectivas necessidades.

Assim, as poliaminas fornecidas pela dieta podem desempenhar um papel da maior
importincia durante as etapas de crescimento intenso, como sio a infincia e a adolescéncia (pese
embora uma maior actividade dos processos metabélicos naturais durante estas fases), e em situacoes
patolégicas de grande exigéncia nestes compostos devido a necessidade de uma répida regeneracio de

tecidos lesados: processos de cicatrizagio, de recuperagio pés-cirirgica, de regeneracio hepatica, etc.

Nos adultos saudiveis as necessidades do organismo em poliaminas sio menores, ji que
somente s3o necessitias para a normal substitui¢do de algumas células e como mediadores da accio
das hormonas de crescimento. A medida que se avanga na idade, a importincia das poliaminas
fornecidas pela dieta volta a aumentar, em consequéncia da normal diminuicio dos processos

metabolicos celulares, particularmente visivel na diminuicio da actividade da ornitina-descarboxilase.

A ideia de se controlar os niveis de poliaminas da dieta, inclusivamente a nivel da alimentacio
patenteral, de acordo com as necessidades concretas do organismo tem vindo a ser defendida por
alguns autores, mas a sua implementagio tem sido dificil, estando-se ainda a dar os primeiros passos
nesse sentido. As dificuldades a vencer sdo bastantes, nomeadamente a nivel dum conhecimento
adequado dos diferentes mecanismos de controlo dos processos de sintese/degradacio enddgena e
também da regulagio dos mecanismos de absorgio das poliaminas com origem exdgena. E conhecido
o papel crucial desempenhado pela ornitina-descarboxilase e pela adenosilmetionina-descarboxilase
na regulacio da globalidade do processo biossintético. Trata-se, contudo, como foi atras referido, de
enzimas altamente reguladas, sujeitas ndo s6 a fenémenos de retroinibigio por parte dos diversos
produtos formados [Holm ef 4/, 1989; Persson ef 4/, 1989], como, provavelmente, a outros sistemas
mais complexos de regulagio, que tém sido dificeis de elucidar na sua totalidade. A titulo de
curiosidade podemos referir, por exemplo, ter sido descoberta recentemente a capacidade do etanol
em inibir a expressio da ornitina-descarboxilase em tecidos embrionarios, podendo ser este o
principal mecanismo que leva a0 atraso no crescimento dos fetos com origem em mdes alcodlicas

[Sandstrom ez al, 1993; Shibley ez a/, 1995].
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Alguns estudos feitos em animais de experiéncia apontam para uma melhor resposta em
situagdes pos-traumaticas com a administragdo de espermidina numa quantidade da ordem de 0,05 %o

da quantidade total de azoto fornecido (Jeevanandan e/ aL, 1997].

Em diversos trabalhos do grupo de T.K. Smith e colaboradores, efectuados com pintainhos,
os autores concluiram que a suplementagio das dietas com pequenas quantidades de poliaminas podia
exercer efeitos benéficos no crescimento dos animais mas que um pequeno aumento nas quantidades
usadas levava, de imediato, & observacio de sintomas de toxicidade. Os melhores resultados foram
obtidos para a putrescina, a mais pequena e logo a menos catidnica das poliaminas, que se mostrou
promotora do crescimento quando usada em quantidades de 0,2 % e téxica em quantidades de 0,8 %
[Smith, 1990]. Com a espermina, a mais catiénica das poliaminas, os resultados obtidos foram piores,
tendo-se verificado apenas um pequeno efeito de promogio do crescimento a niveis muito reduzidos
de suplementagio e efeitos téxicos mais pronunciados do que os observados para a putrescina para
os mesmos niveis de suplementagio [Sousa-Dias e 4/, 1995]. Finalmente, para a espermidina os
resultados obtidos foram intermédios, tendo-se verificado algum inctemento no crescimento quando
se usaram quantidades de 0,05 % e uma depressio do crescimento com niveis de 0,4 % [Smith ez 4,

1996].

A pequena diferenca observada entre os niveis de poliaminas capazes de favorecer o
crescimento dos animais e os niveis capazes de exercer efeitos téxicos, leva a que sejam necessarios
cuidados redobrados na possivel elaboragio de dietas deste tipo para 0 homem. Além do mais tornam
obrtigatério um profundo conhecimento dos teores presentes nos constituintes da dieta, que podem
ser por si s6 ser suficientes ou até excessivos em relagdo as quantidades pretendidas. O problema
torna-se ainda mais complexo se tivermos em conta que o efeito positivo das poliaminas no
crescimento pode dat-se ndo por acgio directa nos tecidos mas de forma indirecta, possivelmente por
intensificacio da absorcio intestinal de outros nutrientes como indicado em estudos efectuados em

vitelos [Grant ef a/, 1989] e em leitdes [Grant e 4, 1990].

A elaboraciio de dietas de baixo teor de poliaminas para situagdes como as neoplasias, em que
h4 um crescimento indesejavel e descontrolado dos tecidos, parece recomendavel, embora até agora
nio tenha sido reportada qualquer experiéncia concreta nesse sentido. As linhas de investigagao
seguidas tém até agora dedicado mais atengdo a0 controlo da sintese endégena de poliaminas do que

a0 seu fornecimento por via externa. Como exemplo, podemos citar uma expetiéncia recente que
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consistiu na administracio de DFMO, um conhecido inibidor da ornitina-descarboxilase, em
pacientes com risco de neoplasias do tracto intestinal, na qual se registou uma forte reaccio

secundéria de ototoxicidade [Love ef 4/, 1998].

1.2.3.Formagio de diaminas e poliaminas. Breve referéncia a sua presenga noutros alimentos

Como j4 referimos as di e poliaminas sio compostos ubiquitirios, presentes em todas as
células vivas. Desta forma, a sua presenca nos alimentos, tanto de origem vegetal como animal pode
considerar-se como natural. A sua génese, contudo, pode ter causas multiplas, 2 comegar na
actividade metabdlica normal dos tecidos em causa e a acabar, mais uma vez, na actividade
desenvolvida por microorganismos, quer os usados nos processos fermentativos comuns a muitos
alimentos quer aqueles, que sem qualquer papel positivo no processo de elaboragio do alimento,

actuam simplesmente como agentes contaminantes, responsaveis pela deterioracio dos mesmos.

Tanto os microorganismos como as plantas superiores apresentam, na sua generalidade,
processos metabdlicos semelhantes aos ji desctitos para o homem, no que respeita 2 formagdo de
poliaminas, incluindo o ciclo de interconversio atras referido. A diferenga maior consiste na origem
da putrescina, composto que esti na base do referido ciclo metabélico: a0 contritio dos vertebrados,
em que a Unica via de sintese existente corresponde i descarboxilacio da ornitina, nos
microorganismos e nas plantas superiotes a putrescina pode também ser formada a partir da arginina
por intermédio de um processo metabdlico que inclui a agmatina e a N-carbamoilputrescina como
intermedidrios e que envolve sucessivamente trés enzimas: a atginina-descarboxilase, a agmatina-
-iminohidrolase e a putrescina-carbamoiltransferase (Figura 1.7). Uma terceira via, conhecida como 2
via da citrulina, apenas foi verificada em células de Sesamum [Crocomo ef 4., 1970] e de cana de aglicar
[Maretzki ez al, 1969}, tendo a sua ocorréncia também sido observada em Escherichia coli [Akamatsu ez
al, 1978]. Nesta via, o passo final de formacio da putrescina a partir da N-carbamoilputrescina é

comum a via da agmatina, envolvendo de ignal modo a putrescina-carbamoiltransferase.

A formagio de cadaverina, por seu lado, parece dar-se, 2 semelhanca do referido para as
aminas aromiticas, por simples descarboxilacio de um aminoacido, a lisina, sendo poucas as
referéncias na literatura 4 disseminago na natureza da enzima lisina-descarboxilase responsivel pelo

processo.
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Esta j4 hoje relativamente bem documentada a presenca de putrescina e de poliaminas em
todos os tipos de alimentos, sejam de origem vegetal (frutos e vegetais), sejam de origem animal (leite,
ovos, carne, etc.) [Bardécz e al, 1995; Coutts ef al., 1986; Mariné-Font e al., 1995; Okamoto ef al,
1997]. Na Tabela 1.1, retirada de Bardécz ef 4/ [1995], podemos observar, a titulo de exemplo, os

valores obtidos pelo referido grupo de trabalho em produtos de grande consumo na Inglaterra.

TABELA 1.1

TEORES EM PUTRESCINA E EM POLIAMINAS (mg/ kg OU L) EM ALGUNS PRODUTOS
ALIMENTARES CONSUMIDOS POR ADULTOS EM INGLATERRA

Alimento Putrescina Espermidina Espermina

Cetreais

Mistura de ceteais para pequeno-almogo (10 var) 2,0-2,2 24,1-24.4 6,0-6,6

Tarte de compota 0,9-1,1 3,9-4,5 0,2-0,4

Pio de 16 0,7-1,1 2,5-3,3 0,2-0,6
Ovos

Cozidos 0,3-0,4 0-0,1 0,2-0,6
Vegetais

Sopa de lentilhas 3,3-3,4 21,5-22,5 6,8-7,8

Batatas fritas em pacote (3 var.) 38,4-41,9 35,2-39.9 4,2-5,0

Batatas fritas 21,1-22,0 23,8-25,8 2,4-2.8
Frutos

Latanjas 1,2-1,3 2,6-2,9 0,4-0,6

Péssegos 1,2-1,3 22-28 0,2

Péras 0,9-1,1 3,0-3,6 0,4-0,8

Uvas 0,8-1,2 5.2-1,6 0,4-0,6
Améndoas

Améndoas de caju 16,0-16,3 37,0-38,6 53,0-55,8
Catne

Bife cru 14,9-16,5 2,8-3.0 35,0-39,4

Bife cozinhado 49-51 3,8-4,1 20,8-24.4

Posta itlandesa (cabrito) cozinhada 1,8-2,0 8,0-9,0 14,6-15,6

Carne de potco cozinhada 22,1-23,1 6,5-7,4 11,2-12,8
Peixe

Peixe em molho de queijo 4.8-1,2 2,9-3,5 3,2-3,8
Doces

Agucar (3 var.) — 0,1-0,3 —

Compotas (4 var.) 1,2-1,3 1,7-2,6 0,8-2,6
Bebidas

Chi: Folhas 14,4-16,1 35,5-39,7 57,2-59,4

Infusio — 0,1-0,3 —
Café: Folhas 2,9-3,3 2,6-3,5 0,2-0,6
Infusio 0-0,1 — —

Nota: todos os valores do trabalho original foram transformados de pmol/kg ou L para mg/kg ou L, tendo sido arredondados as
décimas.
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1.2.4. Teores de diaminas e poliaminas em vinhos

E muito extenso o nimero de referéncias existentes na literatura relativas aos teores de
putrescina e de cadaverina encontrados em vinhos. Tal facto ndo serd de surpreender, tendo em conta
que a putrescina constitui muitas vezes a amina biogénica mais abundante, independentemente do
tipo de vinho, e a cadaverina, embora em quantidades mais diminutas, é também um constituinte
habitualmente presente na generalidade das amostras. Ja os dados relativos 2 presenca das diferentes
poliaminas sio bastante mais escassos, nio s6 pelas quantidades inferiores em que se encontram,
como também pelas dificuldades analiticas colocadas pelas mesmas. A metodologia seguida foi a
mesma ji usada anteriormente para a histamina, a tiramina e a 2-feniletilamina, limitando-nos a fazer
referéncia aos resultados mais significativos, nomeadamente aqueles que correspondem a anilise de
um grande nimero de amostras. Como a maioria dos estudos foram ja referidos a propésito dos
teores de histamina e de aminas aromaticas, decidimos omitir alguns dos detalhes referentes aos
mesmos (proveniéncia das amostras, p. ex.) repetindo aqueles que nos pareceram indispensaveis para

facilitar a leitura dos resultados.

Um dos primeiros ensaios em larga escala referentes a determinacio de putrescina e de
cadaverina (juntamente com histamina e tiramina) foi o trabalho de Zee e /. [1983] que analisaram
um tota] de 221 amostras; os teores médios obtidos para a putrescina foram supetiores nos vinhos
tintos (5,13 mg/L; 102 amostras) do que nos vinhos brancos (1,94 mg/L; 99 amostras), tendo sido de
3,30 mg/L nas amostras de vinhos dpo Porto (17) e de 0,73 mg/L nas amostras de vinhos tipo
Sherry (3). Para a cadaverina, os teores médios encontrados foram substancialmente mais baixos,
sendo ligeiramente superiores nos vinhos brancos (0,92 mg/L) do que nos vinhos tintos (0,66 mg/L)

e nos vinhos tpo Porto (0,23 mg/L).

Cerutti e al [19806] analisaram 71 amostras de vinhos italianos tendo registado a presenga de
putrescina em todas as amostras, variando entre 0,2 ¢ 5 mg/L em 52 das amostras, entre 5 ¢ 10 mg/L
em 13 amostras e entre 10 e 15 mg/L nas 6 amostras restantes. Os vinhos tintos apresentaram, em
regra, teores superiores 20s vinhos brancos; a quase totalidade das amostras com teores superiores a 3
mg/L. eram de vinhos tintos, incluindo todas as amostras com valotes superiores a 10 mg/L. A
cadaverina, por seu lado, foi encontrada apenas em 38 das amostras, com valores oscilando entre os
0,2 mg/L (limite de detecgio do método de HPTLC usado) e 1,2 mg/L. A frequéncia da presenca do

composto foi maior nas amostras de vinho branco do que nas amostras de vinho tinto.
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Em trabalho posterior do mesmo grupo, no qual foi usada uma metodologia analitica mais
avancada (HPLC), [Vecchio ef a/, 1989], a anélise de 33 amostras revelou a presenca de putrescina em
todas as amostras, com teores entre 0,2 e 9,4 mg/L, enquanto a cadaverina foi encontrada somente

numa vnica amostra num teor de 0,3 mg/L (limite de detecgio do método: 0,05 mg/L).

No seu relatério, Woller e Kobelt [1990] afirmam ter encontrado putrescina na maioria dos
vinhos analisados, com um teor miximo de 30 mg/L enquanto a presenca de cadaverina foi
observada em cerca de 50 % das amostras, sem nunca ultrapassar os 3 mg/L, com excepgio de um

vinho da casta Gewdirztraminer, que apresentou 5 mg/L.

No relatério publicado em 1990, com dados relativos a analise de vinhos tintos de grande
qualidade produzidos em Franga (23 amostras), Espanha (21 amostras) e Itdlia (17 amostras) [Tticard
e Cazabeil, 1990}, foram registados para a putrescina teores médios de 10,8, 16,6 e 6,37 mg/L, para
vinhos franceses, espanhdis e italianos, respectivamente, com vatiagSes de 1,7 2 33,6, de 7,7 2 76,0 e
de 3,2 a 14,4 mg/L, e para a cadaverina teores médios de 0,18, de 0,25 e de 0,21 mg/L, para os
mesmos vinhos, variando de 0,1 2 0,4, de 0,1 2 0,5 e de 0,1 2 0,4 mg/L.

As principais conclusdes retiradas dos trabalhos mencionados, que consistem na verificagio
de uma presenca de putrescina significativamente superior 4 de cadaverina (constituindo mesmo, em
muitos casos, a amina biogénica mais abundante presente nos vinhos) e com teores mais elevados em
vinhos tintos do que em vinhos brancos é uma ténica dominante confirmada pela generalidade dos

estudos posteriores.

Assim, Ibe ez o/ [1991] encontraram, em 32 amostras de vinhos tintos, teores médios de 4,84
e de 0,22 mg/L para a putrescina e a cadaverina, respectivamente, com variagdes de 0,74 a 28,6 mg/L
no ptimeiro caso e de 0,03 a 0,48 mg/L no segundo. Nas 43 amostras de vinhos brancos analisadas,
os teores médios obtidos foram de 1,20 e de 0,06 mg/L, respectivamente, tendo no caso da
putrescina variado entre 0,11 e 10,4 mg/ L enquanto que para a cadaverina o nimero de amostras
positivas (acima do limite de detec¢do — 0,02 mg/L) foi de apenas 31, com um teor maximo
observado de 0,38 mg/L. Os autores também quantificaram os teores de espermidina, tendo
encontrado o composto em 25 amostras de vinhos tintos e 19 amostras de vinho branco, com teores

médios de 0,16 ¢ de 0,04 mg/L, respectivamente, € com maximos de 0,81 e de 0,34 mg/L.
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Ingargiola e Bertrand [1991] obtiveram teores médios de 17,49 e de 3,06 mg/L, para a
putrescina e para a cadaverina, respectivamente, em 49 amostras de vinhos tintos franceses e teores
médios das mesmas aminas de 4,23 e de 1,24 mg/L em 13 amostras de vinhos brancos da
"Bourgogne", nos quais a fermentagio maloldctica tinha ocortido, e de 1,83 e 0,42 mg/L em 7

amostras de vinhos brancos de "Bourdeaux" nio sujeitos ao referido processo fermentativo.

Nos estudos citados por Lehtonen [1996] sio referidos teores médios de putrescina de 14,3 e
de 1,1 mg/L e teores médios de cadaverina de 0,5 e de 0,3 mg/L, para 200 amostras de vinhos tintos
e 125 amostras de vinhos brancos, respectivamente [Holen e Sanderud, 1991]; teores médios de 21,4
e de 11,1 mg/1,, para a putrescina, e de 0,3 e de 0,1 mg/L, para a cadaverina, em 151 amostras de
vinhos tintos e 51 amostras de vinhos brancos, respectivamente [Mayer e Pause, 1987]; teores
variando entre 1,0 e 24,0 mg/L e entre 0,6 e 4,7 mg/L, para a putrescina, e sempre inferiores a 0,010
mg/L, no caso da cadaverina, em 38 amostras de vinhos tintos e 56 amostras de vinhos brancos

[Maxa et al, 1992].

Elevados teores de putrescina foram igualmente encontrados por Bauza ef al [19952] em
amostras de vinho tinto. No seu estudo com dados relativos a 150 vinhos tintos e 70 vinhos rosés e
brancos das regides do "Rhéne" e da "Provence", aqueles autores encontraram nos vinhos tintos um
teor médio de 12,70 mg/L, havendo 43 % das amostras com um teor supetior a 10 mg/L e cerca de
10 % com um teor superior a 20 mg/L. Os vinhos brancos e os vinhos rosés apresentaram teores
médios idénticos, de 2,43 e de 2,92 mg/L, respectivamente. No que respeita 2 cadaverina, o
composto foi detectado apenas em 58 % das amostras (limite de detec¢io do método usado: 0,1

mg/L) e destas 95 % apresentaram um teor inferior a 0,5 mg/L.

No mesmo ano, o mesmo grupo de autores publicou outro trabalho com dados referentes a
84 amostras com a mesma origem, mas obtidos através de uma metodologia analitica diferente que
lhes permitiu 2 quantificagdo de espermidina, espermina e agmatina [Bauza e a/, 1995b]. Os teores
médios encontrados para a espermidina e para a espermina foram, respectivamente, de 0,6 e 0,1
mg/L nas amostras de vinhos tintos (54), de 0,4 e 0,2 mg/L nas amostras de vinhos rosés (15) e de
0,3 e 0, 1 mg/L nas amostras de vinhos brancos; apenas 14 amostras de vinhos tintos e 1 amostra de
vinho branco apresentaram um teor superior a 1 mg/L. No que respeita 4 agmatina, Os teores
encontrados foram surpreendentemente elevados, o que na nossa opinido poderi ter sido resultado

de deficiéncia do processo analitico usado, como se pode adivinhar pela anlise dos cromatogramas
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apresentados, nos quais o pico identificado como sendo de agmatina aparece com uma resolugao
muito ma. 21,6, 9,0 e 10,3 mg/L foram os teores médios do composto observados pelos autores nas

amostras de vinhos tintos, rosés e brancos, respectivamente.

Teores de putrescina ainda mais elevados foram registados por Vazquez-Lasa e al. [1998] na
sua andlise de vinhos da Rioja. Para as quatro diferentes categorias de vinhos — "jovens", "ctianzas",
"reservas" e "grandes reservas" — os autores verificaram teores médios de, respectivamente, 32,97
mg/L (36 amostras), 31,35 mg/L (26 amostras), 33,79 mg/L (17 amostras) e 36,10 mg/L (10
amostras). Em 10 amostras de vinhos brancos e 10 amostras de vinhos rosés da mesma regido
simultaneamente analisadas os teores médios encontrados foram significativamente mais baixos, 3,01
e 3,84 mg/L, respectivamente, em concordancia com 0s valores habitualmente encontrados por
outros autores. Nas mesmas amostras, os teores de cadaverina obtidos foram de, respectivamente,
0,61, 1,74, 1,25 e 1,32 mg/L, nas amostras dos distintos tipos de vinhos tintos, de 0,28 mg/L nas

amostras de vinhos brancos e de 0,40 mg/L nas amostras de vinhos rosés.

Nos diversos trabalhos do grupo de Busto e colaboradores, incidindo em vinhos da regido de
Tarragona, os teores obtidos para a putrescina em vinhos tintos, sio bastante inferiores aos atras
mencionados. Estes autores obtiveram teores médios de 4,61 mg/L, com uma variagio entre 1,60 €
8,80 mg/L, em 13 amostras analisadas [Busto e a4, 1995], teores médios de 3,76 mg/L, com uma
vatiacio entre < 0,005 mg/L (limite de detecgdo) e 5,04 mg/L, em 44 amostras analisadas [Busto ¢
al., 1996b], e teores médios de 4,4 mg/L, com uma pequena variacio entre 3,3 e 4,8 mg/L, em 15
amostras analisadas [Busto e a/, 1997). Num dos trabalhos mencionados [Busto ef 4k, 1996b], os
autotes também analisaram 8 amostras de vinhos roses e 14 amostras de vinhos brancos, tendo
obtido teores médios semelhantes aos obtidos pata os vinhos tintos: 3,65 e 3,04 mg/L,
respectivamente, com variagOes entre 2,64 e 4,01 mg/L no caso dos vinhos rosés e entre 1,93 e 3,88
mg/L no caso dos vinhos brancos. Também nestes trabalhos, os teores de cadaverina encontrados
nas mesmas amostras foram sistematicamente infetiores, sendo o maximo referente a uma amostra de

vinho branco que revelou conter 1,43 mg/L.

No trabalho de Soufleros e al [1998] referente a determinagdes de aminas biogénicas em
vinhos de diferentes regides francesas, a putrescina apresentou-se como a amina biogénica mais
abundante na grande maioria das amostras, em especial as correspondentes a vinhos tintos e a vinhos

"Champagne". Os teores de putrescina apresentaram, contudo, grandes variagoes de acordo nio s6
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com o tipo de vinho e a respectiva regido de origem, mas também entre as amostras provenientes da
mesma regido. Assim, os teores médios encontrados foram de 25,90, 16,51 € 4,53 mg/L para os
vinhos oriundos da "Bourgogne" (tintos; 20 amostras), de "Bordeaux" (tintos; 66 amostras), e da
"Alsace" (brancos; 20 amostras), respectivamente, com variagdes que se situaram entre 0,71 e 137,86,
entre 0,25 e 46,56 e entre 0,48 e 29,92 mg/L, para os mesmos conjuntos de amostras. Para a
cadaverina os teores médios encontrados nas mesmas amostras foram de 0,40, 0,31 e 0,14 mg/L, com
maximos de 1,00, 2,36 e 0,94 mg/L, respectivamente. Nas 6 amostras de vinhos "Champagne"
simultaneamente analisadas, os autores encontraram um teor médio de putrescina relativamente
elevado de 14,17 mg/L com uma grande variagio entre 1,20 e 59,20 mg/L, enquanto que os teores
das 6 amostras de vinhos licorosos analisadas foram significativamente inferiores: teor médio de 1,58
mg/L, com uma variagio entre 0,99 e 2,99 mg/L. Para a cadaverina os teores médios encontrados
nas mesmas amostras foram de 0,12 e de 2,86 mg/L, respectivamente, com méximos de 0,20 e de

9,91 mg/L.

De igual forma, Soleas ef al. [1999], no seu estudo referente a 73 vinhos varietais produzidos
no Canada, conclufram que a putrescina era a amina biogénica predominante nos vinhos tintos, os
quais apresentaram teores médios que variaram entre 6 e 10,5 mg/L, nas 5 diferentes castas
estudadas. Nos vinhos brancos (6 castas diferentes) os teores médios obtidos foram sensivelmente
inferiores, variando entre cerca de 0,5 e cerca de 2,5 mg/L. A cadaverina apresentou teores médios
muito inferiores, mas com um perfil semelhante, ou seja, mais elevados nos vinhos tintos (entre cerca
de 0,20 e cerca de 0,60 mg/L) do que nos vinhos brancos (apenas os vinhos de duas das seis castas
apresentaram consistentemente valores detectiveis, ainda assim com teores médios inferiores a 0,20

mg/L. num caso e a 0,10 mg/L no outro).

A putrescina também se apresentou como a amina biogénica mais abundante no estudo de
Gloria et al. [1998] referente 4 determinagio de aminas biogénicas nio voliteis em 59 amostras de
vinhos monovarietais das castas Pinot Noir (36 amostras) e Cabernet Sauvignon (23 amostras)
produzidos no estado de Oregon, nos Estados Unidos, e referentes as colheitas de 1991 e 1992. O
composto foi detectado em todas as amostras analisadas, tendo sido obtidos, para cada uma das
castas teores médios de 27,47 e de 10,63 mg/L, respectivamente. As variacdes obtidas para os teores
de putrescina nos vinhos da mesma casta foram, porém, muito significativas. Nos vinhos da casta
Pinot Noir, o teor minimo verificado foi de 2,43 mg/L; duas das amostras apresentaram teores muito

elevados de 148,79 e de 203,12 mg/L; sem considerar essas duas amostras o teor médio obtido foi de
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18,74 mg/L, ainda assim superior ao obtido nos vinhos da casta Cabernet Sauvignon. Nestes, 0s

teores obtidos variaram entre 3,15 e 23,60 mg/L.

No mesmo estudo, os teores médios obtidos para a cadaverina foram de 0,36 e de 0,70 mg/L,
com variagdes entre < 0,020 (limite de detecgio do método) e 2,07 mg/L e entre < 0,020 e 1,51
mg/L, para os vinhos das castas Pinot Noir e Cabernet Sauvignon, respectivamente. Ao contrario da
generalidade dos trabalhos anteriormente referidos, os compostos poliaminados espermidina,
espermina e agmatina também foram alvo do interesse dos autores, tratando-se mesmo do maior
estudo, em termos de quantidade de amostras analisadas, efectuado sobre a presenca destes
compostos em vinhos. De alguma forma surpreendentemente, verificou-se que os seus teotes,
embora diminutos, eram na maior parte dos casos ligeiramente superiores aos teotes obtidos para a
cadaverina. Assim, para a espermidina obteve-se nas amostras da casta Pinot Noir um teor médio de
0,51 mg/1, com uma variagio entre < 0,020 (limite de detecgio do método) e 2,38 mg/L enquanto
nas amostras da casta Cabernet Sauvignon os teores obtidos foram inferiores: teor médio de 0,08
mg/L, com uma variagio entre < 0,020 e 1,17 mg/L. Para a espermina os resultados obtidos foram,
respectivamente, de 0,60 mg/L, com uma variagio entre < 0,020 (limite de detec¢io do método) e
2,35 mg/L, e de 1,64 mg/L, com uma variagio entre < 0,020 e 4,03 mg/L. Para a agmatina
verificaram-se, nas mesmas amostras teores médios de 0,57 e de 0,18 mg/L, com varia¢es entre

< 0,045 (limite de detecgio do método) e 8,37 mg/L e entre < 0,045 ¢ 1,61 mg/L.

No que se refere a vinhos portugueses, os unicos dados existentes, referentes ao trabalho
anteriormente citado neste capitulo [Mafta ¢z a/, 1999], apontam para teores de putrescina infetiores
aos geralmente referidos pelos restantes autores, sendo o teor miximo encontrado, referente a2 um
vinho do Dio, de 6,01 mg/L. Para a cadaverina, os teores encontrados foram ainda mais reduzidos,

em todos os casos infetiores a 1 mg/L.

1.2.5. Estudos sobre a origem das diaminas e das poliaminas naturajs em vinhos

Tal como fizemos a propésito da histamina e das aminas aromiticas, e por uma questio
metodoldgica, dividimos por varios itens a revisio dos estudos referentes 2 identificagéo da origem

destas substincias nos vinhos, a saber: a) presenga nos mostos, b) formagio por acgio das leveduras,
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c) formagdo por acgio bacteriana, d) formagdo durante o processo de envelhecimento em resultado

de uma possivel actividade enzimdtica residual.

Convém sublinhar, contudo, que pese embora todo o interesse despertado pela problematica
da presen¢a de aminas biogénicas em vinhos, o interesse dos diversos grupos de investigagio tem-se
centrado mais no estudo das origens da histamina, devido aos potenciais problemas de toxicidade que
a sua presenga pode acarretar, nio sendo muitos os avang¢os respeitantes a presenca de di e
poliaminas. Desta forma, é ainda bastante elevado o nimero de aspectos que continuam por

esclarecer.

1.2.5.1. Presenga das diaminas e das poliaminas nos mostos

Esti relativamente bem documentada a presenca de putrescina e de poliaminas em diversos
tecidos da vinha. Tal como noutra plantas supetiores, a formagio de putrescina pode ter lugar quer a
partir da ornitina quer a partir da arginina pela via da agmatina, assumindo as enzimas responsaveis, a
arginina descarboxilase e a ornitina descarboxilase, o papel de reguladores do processo [Adams ez 4/,
1992]. Embora nio seja ainda claro qual das duas vias biossintéticas é a predominante, sabe-se que
noutras plantas a formagio a partir da ornitina parece predominar em situagdes de rapido crescimento
dos tecidos enquanto que a formagio pela via da agmatina é predominante em situacées de stress

metabdlico [Smith, 1985].

E conhecido de hi muito o fenémeno de acumulagdo de putrescina e de poliaminas nas
plantas em situages de caréncia de potissio, magnésio e, em especial, na presenga de grandes
concentragbes de amonia no meio nutriente [Basso e Smith, 1974; LeRudulier e Goas, 1975]. O
resultado de trabalhos posteriores indicaram que na situagio mais comum, que corresponde 2
deficiéncia do meio em potissio, o fenémeno é muito mais intenso para a putrescina, mantendo-se os
niveis das poliaminas sensivelmente constantes [Smith, 1984]. Estudos realizados em folhas de vinha
mostraram teotes de putrescina 21 a 30 vezes mais elevados nas folhas com sintomas de caréncia de
potassio do que nas folhas normais [Adams e a/, 1990]. Com base nestes resultados, alguns autores
propuseram que a determinagio do teor de putrescina poderia servir para optimizar os niveis de
potassio mais adequados para o desenvolvimento da planta: a acumulacio do composto actuaria

como indicador de uma deficiéncia em potissio da planta [Geny ez al, 1997].
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Apesar destes conhecimentos apontarem para que a presenca das di e poliaminas nos mostos
usados para a elaboragio de vinhos seja uma realidade, sdo poucas as referéncias existentes na

literatura.

A contribuicio mais importante nesta drea corresponde ainda ao trabalho de Desser ef 4.
[1981], os quais encontraram em mostos quantidades aprecidveis de putrescina (de 0,325 a 2,120
mg/L), cadaverina (0,040 a 1,640 mg/L), espermidina (2,360 a 4,145 mg/1) e espermina (0,365 a
8,830 mg/L. Desde entdo, apenas um outro estudo faz referéncia 4 presenga de putrescina e de
cadaverina nos mostos, em ambos os casos em quantidade inferior a 1 mg/L (Bauza e 4/, 1995¢].
Bisson [1991] cita uma comunicagio pessoal de D.O. Adams, na qual também ¢é referida a presenca
de putrescina, espermidina e espermina em mostos, em baixos niveis. Pelo contririo, Buteau ¢ al.

[1984] verificaram a auséncia no mosto de putrescina, cadaverina e de agmatina

1.2.5.2.Formagio das diaminas e das poliaminas pelas leveduras envolvidas no processo de
fermentagdo alcoodlica

Sio praticamente inexistentes os estudos referentes a evolugio destes compostos no decorrer
da fermentacio alcodlica. A convicgio generalizada, baseada nos resultados obtidos por Desser ef 4/
[1981], parece ser a de que ocorre uma diminui¢io dos teores de poliaminas enquanto os teotes de
putrescina e de cadaverina aumentardo ao longo do processo fermentativo. Buteau e al. [1984]
também verificaram a produgio de pequenas quantidades de putrescina, cadaverina e de agmatina
durante a fermentacio alcodlica. A utilizagio de poliaminas como fonte azotada por parte das

leveduras do género Saccharomyces foi referida por Large [1986].

O comportamento das di e poliaminas a0 longo do processo fermentativo podera, contudo,
ndo ser assim tio linear, tendo em atencio os ultimos conhecimentos sobre o metabolismo azotado
das leveduras. Assim, tal como j4 foi obsetrvado para os aminoacidos [Monteiro e Bisson, 1991; Ough
et al, 1991] e também para algumas aminas voldteis (ver mais adiante), o teor destes compostos
poderi flutuar durante a fermentagio de acordo com a forma como as leveduras os assimilam e
libertam para o meio, em fungio das suas necessidades metabolicas. Tal comportamento ja foi
observado para a putrescina, a cadaverina e a espermina durante a fermentagdo de cervejas [Dumont

et al., 1992].
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1.2.5.3. Formagao das diaminas e das poliaminas por acgio bacteriana

Atendendo aos altos niveis de putrescina encontrados nalgumas amostras, a possibilidade de
haver, nesses casos, uma significativa contribuicio bacteriana na formagio do composto é
unanimemente considerada pela generalidade dos autores. O mesmo se pode dizer a propésito da
presenca de cadaverina, embora neste caso os teores encontrados nos vinhos sejam substancialmente
inferiores. Contudo, e tal como referido a propésito da histamina e das aminas aromiticas, existem
muitos resultados contraditérios na literatura disponivel, nio havendo grandes certezas sobte o tipo
de bactérias envolvidas no fenémeno. No que respeita as outras di e poliaminas o desconhecimento é
ainda maior, até pela auséncia de um nimero relevante de dados respeitantes 2 sua presenca nos

vinhos.

As divergéncias existentes entre os diversos autores no que respeita ao papel desempenhado
pela fermentagio maloldctica na formagio de putrescina apresentam um paralelismo quase total as ja
mencionadas neste capitulo a propésito da formaciio de histamina, pelo que nos dispensaremos de as
referir em pormenor. Alids sio virios os autores a verificar a existéncia de um certo grau de
correlagdo entre os teores de histamina e os teores de putrescina encontrados nos vinhos, apontando
desse modo para a possibilidade de uma origem similar [Bauza et al, 19952; Coton e 4/, 1998;
Soufleros ef al, 1998]. Pata a cadaverina nio se encontrou até 20 momento qualquer tipo de relagio
com a fermentagio malolictica ou sequer com qualquer dos aspectos ligados is condi¢cdes de

vinificagio.

Tal como acontece com a histamina e a tiramina, sio muitas as espécies bacterianas com
treconhecida intervencio na elaboracio de alimentos fermentados que possuem as enzimas
descarboxilases responséveis pela descarboxilagio da arginina e da lisina, de que resultam,
respectivamente, a putrescina e a cadaverina. Porém, 20 contrario do éxito dos estudos referentes 4
identificagdo da histidina-descarboxilase numa estirpe bacteriana da espécie Lenconostoc oenos, ndo foi

possivel até a0 momento encontrar qualquer estirpe daquela espécie possuidora das referidas enzimas.

77



Capitulo 1 - Aminas biogénicas em vinhos

1.2.5.4. Evolugdo das diaminas e das poliaminas durante o processo de envelhecimento

Tal como referimos para a histamina, é grande o desconhecimento no que se refere a
evolugio das di e poliaminas durante o envelhecimento dos vinhos. Bauza e 4/ [19954] observaram
um comportamento para a putrescina idéntico ao verificado para a histamina e a titamina, ou seja,
nio encontraram diferencas significativas em vinhos com idade compreendida entre alguns meses e
mais de dois anos. De igual forma, encontraram teores de putrescina mais baixos nos vinhos
envelhecidos em cubas de cimento e de aco inox em relagdo aos vinhos envelhecidos em vasilhame
de madeira. Vasquez-Lasa ¢ al. [1998], no seu estudo com vinhos da Rioja, também nio encontraram

qualquer alteragio significativa do teor de putrescina e de cadaverina.
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1.3. Aminas volateis

1.3.1. Introdugio

Como foi referido na Introducio Geral, incluimos neste grupo de aminas volateis todas as
monoaminas alifaticas de baixa massa molecular ja identificadas em vinhos — metil e dimetilamina,
etil e dietilamina, n-propil e isopropilamina, n-butil e isobutilamina, n-amil e isoamilamina, 2-
metilbutilamina, hexilamina — bem como as aminas aliciclicas — pirrolidina, morfolina e piperidina.
Estas dltimas, embora constituam um sub-grupo 4 parte, sio aqui incluidas devido nio s6 as suas
caracteristicas de volatilidade como também ao facto de apresentarem problemas de toxicidade
comuns a todas as aminas secundarias, como a dimetilamina e a dietilamina, relacionados com o seu

papel de precursores de N-nitrosaminas.
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1.3.2.Importancia das aminas volateis no metabolismo humano

Nio é conhecido qualquer papel positivo desempenhado por este tipo de compostos no
metabolismo humano, tanto no que se refere is aminas alifiticas como as aminas aliciclicas aqui
consideradas. Pelo contrario, a sua toxicidade é relevante, sendo habitualmente descrita nos manuais
de toxicologia ambiental, dada a sua presenga em inimeros produtos quimicos industriais
(manufactura de plasticos, de borrachas, de corantes usados na industria téxtil, de produtos da
inddstria farmacéutica, etc.) e o cardcter de poluentes ambientais que apresentam [Manahan, 1994].
No caso das aminas secundarias, o problema agrava-se devido ao papel desempenhado na formagao

de N-nitrosoaminas.

As aminas alifiticas de baixa massa molecular sio geralmente classificadas entre as mais
txicas substincias usadas rotineiramente em escala industrial [Manahan, 1992]. A principal razio
para a sua toxicidade reside no seu caracter basico o que as leva, em virtude do aumento de pH
provocado, a uma acgio corrosiva sobre 0s tecidos podendo inclusivamente causar a necrose no
ponto de contacto. Esse caricter t6xico é tanto mais de salientar quanto é sabido que a absorgio
destes compostos se d4 com facilidade tanto por via oral como por via tespiratOria ou por via cutidnea

[Bauza ez al. 1995d].

Uma compilagio detalhada dos dados de ordem fisiolégica e toxicoldgica existentes até ao
momento sobte estes compostos (incluindo a morfolina e piperidina) foi recentemente publicada por
autores alemies [Greim e al, 1998], com 28 referéncias bibliograficas, na maior parte
correspondentes a relatdrios com origem em diversos institutos alemies de toxicologia.
Significativamente, trés dos autores pertencem aos departamentos de toxicologia de trés das maiores
empresas quimicas mundiais — BASF, Bayer e Hoechst — o que serve para ilustrar a importincia
destes compostos como contaminantes de origem industrial. Sinteticamente, pode afirmar-se que as
aminas alifiticas sio, em geral, metabolizadas por oxidagio via MAO, com libertagio de amoénia e a
formagio dos correspondentes aldeidos, posteriormente transformados em acidos carboxilicos e,
finalmente, em CO,. Algumas aminas (etilamina, p. ex.), contudo, sio excretadas por via urinaria, na
sua quase totalidade na forma intacta. No que respeita 2 sua toxicidade aguda, bascada em dados
obtidos em experiéncias com ratinhos, estes compostos podem ser classificados como substincias
"orejudiciais 4 satde", caracterizando-se principalmente pela acgdo irritante sobre os tecidos, ji acima

mencionada. Essa toxicidade diminui marcadamente quando os compostos sdo previamente
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neutralizados e administrados sob a forma de sais, o que tem um interesse fundamental no aspecto
que nos diz mais respeito, pois é nessa forma que eles estio presentes nos vinhos. Para além do
caricter irritante ja desctito, os ensaios de toxicidade crénica nio demonstraram a existéncia de
efeitos sistémicos pronunciados assim como nenhum efeito carcinogénico ou teratogénico foi
detectado. No que respeita a outtos efeitos vetificados ap6s a administragio destes compostos € de
salientar um aspecto particularmente interessante que € a capacidade apresentada pelas aminas
primarias de induzir a libertagio de histamina, capacidade essa que aumenta com o aumento da cadeia

carbonada.

A possibilidade da metilamina possuir proptiedades citotéxicas "in vitro" sobre culturas
celulares neuronais foi, contudo, demonsttada num trabalho de Gilad e Gilad [19806], ndo
mencionado no relatério antetiormente referido. Bauza ez a/. [1995d], no seu trabalho de revisio sobre
metabolismo e toxicidade das aminas biogénicas, citam um autor russo [Dabeev, 1981]" para afirmar
que reduzidas concentra¢des de etilamina sdo capazes, no homem, de afectar respostas do tipo
reflexo, e provocam em ratinhos de experiéncia disfungdes do sistema nervoso, do figado, do sistema
sanguineo e de diversos mecanismos de adaptagio. Ainda assim, os teores em causa sdo francamente

superiotes aos passiveis de serem transmitidos pelos vinhos.

No que respeita as aminas secundarias, dimetilamina e dietilamina nomeadamente, mas
também a motfolina e a piperidina, o relatério atrds citado reitera a ja referida capacidade apresentada
por estes compostos de, na presenca de nitritos ou de outros agentes nitrosantes, serem
transformadas nas correspondentes N-nitrosaminas. Desde os anos sessenta que o problema tem
vindo a ser objecto da aten¢do de virios investigadores, dadas as graves implicagdes decorrentes da
nefasta ac¢do destes compostos no organismo humano. A titulo de exemplo podemos referir os

trabalhos de Hotchkiss [1987, 1989] e de Tricker e Preussmann [1991a, 1991b].

Em geral, a formagio das N-nitrosaminas da-se durante o armazenamento, a conservagio ¢ o
tratamento culindrio dos alimentos por acgdo de diversos agentes nitrosantes, abundantes nos mais
variados produtos alimentares. A reacgio pode ter lugar também durante a ingestdo dos alimentos,
pois € favorecida pelas secreges gastricas e por tiocianatos presentes na saliva, em especial dos
fumadores [Ferrando, 198G]. No caso das aminas primérias a reacgio também tem lugar mas da

origem a formagido de compostos alquilantes de curto tempo de vida que rapidamente reagem com

» . . - . . . . 2 .
Artigo que possuimos, mas do qual nio pudemos retirar qualquer proveito devido ao facto de estar escrito na lingua nativa,
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outros componentes da matriz para dar origem a produtos (alcodis, principalmente) desprovidos de
actividade téxica. No caso das aminas secundarias, os compostos formados sio dotados de grande
estabilidade, sendo a extensdo da reacgio aparentemente determinada por vérios factores, como a
influéncia estérica dos grupos alquilo, o pH, a temperatura e a presenca de catalisadores ou de
inibidores. A intensidade do efeito carcinogénico das diferentes nitrosaminas patece ser muito
varidvel, mas sdo muitos, ainda, os pormenores desconhecidos. Estd de hia muito estabelecido,
contudo, que a N-nitrosomorfolina é um potente carcinogénico, com actuagio a nivel das células

hepaticas [Singer e Lijinsky, 1976].

1.3.3.Formagio das aminas volateis. Breve referéncia a sua presenga noutros alimentos

De entre as aminas que se podem encontrar nos alimentos, as aminas volateis sdo aquelas acerca
das quais os dados na literatura sio mais escassos. As aminas alifiticas de baixa massa molecular
caracterizam-se por apresentarem odores extremamente intensos e desagradaveis, habitualmente
referidos por "odor a peixe podre". Sabe-se que se encontram largamente distribuidas no reino
vegetal [Smith, 1980-81] e que desempenham um papel importante na atrac¢do de insectos
responsaveis pela polinizagio de flores [Daudt e Ough, 1982]. A sua presenca nos alimentos é

naturalmente considerada indesejavel.

A principal origem deste tipo de compostos em plantas superiores reside na aminagio
enzimitica de aldeidos e cetonas, através de uma bem conhecida via metabélica muitas vezes utilizada
pelos organismos para a desaminagio de aminoéacidos [Hartmann ez 4/, 1972a, 1972b; Preusser, 1975].
Um exemplo de um processo deste tipo é apresentado na Figura 1.8, onde se pode ver
esquematicamente como a desaminagdo da L-alanina em 4cido pirdvico é acompanhada pela
simultanea formagio de etilamina a partir de acetaldeido, composto que actua simultaneamente como
fornecedor de um atomo de oxigénio e como aceitador do grupo amina do aminodcido [Smith,

1980-81].

A ocorréncia da reaccio fol demonstrada "in vivo", em amostras de macd, por Hartmann

>
(1967), sendo posteriormente confirmada pelo mesmo autor em outras plantas superiores [Hartmann,
1972b]. A L-alanina é o aminoacido mais eficiente como dador do grupo amina, reagindo nio sé com

o acetaldeido mas também com o formaldeido e com outros aldeidos superiores (propanaldeido,
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n-butiraldeido e isobutiraldeido, n-amilaldeido e isoamilaldeido, etc.) originando as correspondentes

aminas.

CHacH—(IJOOH + CH3CHO —’CH3%COOH + CHsCH:NH;
NH: 0O

Alanina Acetaldeido Acido Pirtvico Etilamina

Figura 1.8. Formagio da etilamina por transaminagio

Esta também referida a formagio de aminas volateis por descarboxilacio de aminoicidos
durante os processos de escurecimento nio enzimitico que podem ocorrer em muitos alimentos
durante a cozedura [Velisek et Davidek, 1974]. Pelo contririo, a formagio de aminas voliteis por
meio da descarboxilagio enzimitica de aminodcidos nio parece ter grande expressio; estd, contudo,
referida a sua ocorréncia em algumas plantas, designadamente na origem da etilamina [Crocomo e

Fowden, 1970].

Pese embora a existéncia de referéncias dispersas sobre a presenca de aminas volateis nos
alimentos, a maior parte dos dados que conseguimos compilar sio provenientes de dois excelentes
trabalhos dedicados a estes compostos: o j atras citado trabalho de revisio de Smith [1980-81] e um
extenso estudo realizado por investigadores do Instituto de Toxicologia e Quimioterapia de
Heidelberg, que analisaram as aminas volteis em 264 amostras dos mais variados tipos de alimentos

[Pfundstein ez aZ, 1991].

Sinteticamente pode afirmar-se que, no que respeita a aminas primdrias, a predominincia vai
para a metilamina e a etilamina. Smith [1980-81] refere a presenca dos dois compostos em diversos
produtos vegetais como o café, a aveia, a soja, a cevada e também em bananas, magis, batatas, no ché
e no cacau. No que respeita 2 metilamina chama a atencio, contudo, para o facto de a mesma, embora
s apresente como um composto ubiquitdrio nos produtos vegetais, poder formar-se facilmente como
artefacto durante os processos de extraccio. Pfundstein ef a/ [1991] referem a presenca dos dois

compostos em todos os trinta diferentes tipos de alimentos analisados, tanto de otigem vegetal como
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animal, tendo os valores maximos correspondido a amostras de peixe fresco e fumado (superiores a
100 mg/kg no caso da metilamina e sensivelmente metade no caso da etilamina), de caf¢ (apenas
metilamina, de 28 a 71 mg/kg) e de carnes diversas, com particular destaque para a carne de animais
de capoeira. A presenca de outras aminas primarias ¢ também referida em ambos os trabalhos mas em
quantidades substancialmente inferiores. Em todas as amostras analisadas pelos investigadores
alemies o teor maximo encontrado foi de 77 mg/kg de isoamilamina em amostras de vegetais frescos
mas, em regra, os teores encontrados variaram entre o ndo detectado (mais de 50 % das amostras

analisadas) e valores inferiores a 1 mg/kg.

No que respeita 4 presenca de aminas secundarias, o destaque vai para a dimetilamina cuja
presenca em diversos produtos alimentares ¢ referida em ambos os trabalhos. Os teores mais elevados
referem-se a amostras de peixe fumado (chegando a atingir os 160 mg/kg), sendo a sua origem
aparentemente 2 mesma que 2 da metilamina, em resultado da degradagio enzimitica do 6xido de
trimetilamina, bastante abundante em certos peixes [Stanley ¢ Hultin, 1984]. Outras possiveis fontes
de dimetilamina na dieta humana foram identificadas como sendo a carne e os seus produtos
derivados (teores até 20 mg/kg), o pdo (cerca de 5 mg/kg), vegetais frescos e especiarias (em ambos

os casos variando entre o nio detectado e os 40 mg/kg).

Das outras aminas secundarias encontradas nos alimentos pelos referidos autores, a pirrolidina
e a piperidina merecem destaque. Para além de extraordinariamente abundantes nas especiarias
(teores de piperidina na pimenta supetiores a 500 mg/kg e teores de pirrolidina da ordem dos 50
mg/kg) também foram detectadas em muitos outros produtos, em especial a primeira, presente, por
exemplo, em vérios tipos de carne e no malte em teores superiores a 10 mg/kg. A presenca destas
aminas aliciclicas, de grande importincia do ponto de vista toxicolégico pelos mesmos motivos
apontados para a dimetilamina, ou seja, a capacidade de originarem N-nitrosaminas, tinha j4 sido
verificada por diversos outros autores, como Singer e Lijinsky {1976], que referiram a probabilidade
de serem resultado da degradagio de alcalbides das plantas. Ao contririo destes autotes, porém, que
verificaram a presenca ubiquitiria de motfolina, Pfundstein s 4l [1991] apenas encontraram o
composto em oito das 264 amostras analisadas, e em teores sempre inferiores a 2 mg/kg, pelo que

subsiste a hipétese de 0 mesmo corresponder a um artefacto do método analitico previamente usado.
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1.3.4. Teores de aminas voldteis em vinhos e mostos

Torna-se dificil fazer uma revisdo critica dos teores de aminas volateis em mostos e vinhos
encontrados na literatura. Sdo virias as contrariedades encontradas, algumas das quais passamos a

referit:

a) Dada a maior importincia geralmente atribuida a outras aminas biogénicas, muitos dos
autores relegam para segundo plano a determinagio dos teores de aminas volateis,

muitas vezes nido se referindo sequer a algumas delas.

b) Sendo a maior parte dos resultados obtidos por métodos de HPLC nos quais é feita a
determinagio simultinea de varias aminas, muitas vezes a optimizagdo dos mesmos é
feita em fungio das aminas mais estudadas em dettrimento das aminas volateis; muitas
vezes subsiste a duvida sobte se a auséncia de resultados se fica a dever a
impossibilidade de uma correcta quantificagio das mesmas se a sua auséncia nas
amostras, pelo menos em quantidades acima dos limites de detecgio dos métodos

usados.

c) Na literatura aparecem, por vezes, resultados muito dispares, que podem ser
consequéncia de variagbes grandes entre os diferentes tipos de vinhos analisados ou,
tio simplesmente, resultarem de deficiéncias nos processos analiticos encontrados.
Parece-nos pois importante assumir algumas precaugdes especiais na leitura de alguns
resultados. Entre outros exemplos, podemos referir os resultados obtidos por Woller e
Kobelt [1990], autores de um extenso relatério referente aos tesultados obtidos na
andlise de 459 amostras de vinhos, amplamente citado por Radler e Fath [1991] no seu
importante trabalho de revisdo sobre a ocorréncia de aminas biogénicas em mostos e
vinhos. Provavelmente devido a metodologia usada, um processo automatizado de
cromatografia de troca-idnica executado com equipamento habitualmente usado na
determinagido de aminodcidos (vet cap. 2), aqueles autores obtiveram para muitas
aminas analisadas, em especial para as mais volateis, resultados significativamente
diferentes dos obtidos posteriormente pela maiotia dos autores. Colocados perante a
possibilidade de os referirmos neste trabalho ou, simplesmente, os ignorarmos,

optamos conscientemente pela primeira op¢io, mas com as reservas referidas.

85



Capitulo 1 - Aminas biogénicas em vinhos

1.3.4.1. Metilamina, etilamina e isoamilamina

A metilamina, a etilamina e a isoamilamina constituem, dentro do grupo das aminas volateis,
aquelas cuja presen¢a nos vinhos e mostos ¢é apresentada pelos diversos autotes como mais constante
e significativa. Nio obstante, os teores observados sio normalmente diminutos, raramente

ultrapassando os 5 mg/L e situando-se na maior parte das casos abaixo de 1 mg/L.

A presenca de aminas volateis em mostos e a sua evolugao ao longo do processo de
maturacio das uvas foi alvo da atengio do grupo de Ough e colaboradores [Ough ez 4/, 1981; Ough e
Daudt, 1981], constituindo os seus estudos, ainda hoje, vinte anos passados, uma referéncia neste

campo.

De acordo com os resultados de um desses estudos [Daudt e Ough, 1982], a metilamina e a
etilamina sdo as aminas que aparecem nas uvas em maiores quantidades apresentando, contudo, um
padrio diferente durante a fase final da maturagio: os teores de metilamina tém tendéncia a dectrescer
(de 700 a 180 pg/L e de 6000 a 500 pg/L, em duas experiéncias efectuadas com duas castas
diferentes) enquanto os teores de etilamina apresentam a tendéncia inversa (de 25 a 150 pg/L e de 25
a 610 pg/L nas mesmas duas expetiéncias). Os teores obtidos em uvas maduras apresentou-se muito
vatidvel para ambas as aminas, de 145 a 850 pg/L para a metilamina e de 610 a 4900 pg/l para a

etilamina, o mesmo acontecendo para a isoamilamina cujos teotes vatiaram entre "tragos" e 700 pg/L.

Noutro dos seus estudos, neste caso visando interpretar 0 comportamento das aminas volateis
durante o processo fermentativo, os autotes concluiram haver uma queda brusca dos teores
obsetvados logo ap6s o inicio do processo fermentativo, provavelmente devido ao facto de serem
assimiladas pelas leveduras e usadas no seu crescimento [Ough e Daudt, 1981]. Este comportamento
é similar a0 que hoje é conhecido sobte o comportamento dos aminodcidos durante a fermentagio
[Monteiro e Bisson, 1991; Ough et al, 1991]. Durante os processos de acabamento e de conservagio
do vinho, os teores observados voltam, em muitos casos, a aumentar, segundo os autores devido a
autélise das leveduras ou a quaisquer outras condigdes que propiciem a sua formagio. Nos vinhos
prontos a set consumidos os maiores teores observados foram os de etilamina — 8,6 mg/L, num dos

casos — apresentando todas as outras aminas teores inferiores a 1 mg/L..
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Num trabalho ja anteriormente referido neste capitulo, Ibe ez a/ [1981] verificaram ser a
isoamilamina a amina volatil mais abundante nos vinhos que analisaram, com teotes que variaram nos
vinhos tintos entre 0,080 e 11,8 mg/L, com uma média de 1,95 mg/L, e nos vinhos brancos entre
< 0,020 (limite de detecgdo) e 31,5 mg/L, com uma média de 5,11 mg/L. O teor de 31,5 mg/L
encontrado numa amostra de vinho branco correspondeu ao mais alto teor verificado de todas as
aminas em estudo para o conjunto das amostras, incluindo as habitualmente mais abundantes
putrescina e titamina, tendo o mesmo sido confirmado por cromatografia gasosa — espectrometria de
massa, segundo informagio dos autores. Os teores de metilamina encontrados nas mesmas amostras
variaram nos vinhos tintos entre 0,060 e 0,500 mg/L, com uma média de 0,190 mg/L, e nos vinhos
brancos entre < 0,020 (limite de detecgdo) e 0,430 mg/L, com uma média de 0,140 mg/L. Teotes
ligeiramente superiores foram registados para a etilamina; nos vinhos tintos variaram entre 0,080 e
| 1,690 mg/L, com uma média de 0,780 mg/L, e nos vinhos brancos variatam entre < 0,020 (limite de

detec¢io) e 1,100 mg/L, com uma média de 0,280 mg/L.

A ligeira predominancia dos teotes de isoamilamina foi também verificada, mais
recentemente, no trabalho de Soufleros ez 2/ [1998], que encontraram teores médios de 2,580, 3,140 e
0,470 mg/L, respectivamente, em amostras de vinhos franceses das regides de "Boutgogne" (20
amostras de vinhos tintos), "Alsace”" (20 amostras de vinhos brancos) e "Bordeaux" (66 amostras de
vinhos tintos), com méximos de 6,350, 10,490 e 3,120 mg/L. Para a etilamina os teores médios
encontrados nas mesmas amostras foram de 1,510, 0,620 e 1,800 mg/L com méximos de 2,150, 1,260
e 1,800 mg/L, respectivamente, e para a metilamina de 0,430, 0,300 e 0,190 com maximos de 1,640,
0,550 e 2,260 mg/L, respectivamente. Em 5 amostras de vinhos licorosos e em 6 amostras de vinho
"Champagne" simultaneamente analisadas, os mesmos autores encontraram teores mais baixos de
isoamilamina, com uma média de 1,970 mg/L no primeiro caso e de 0,470 mg/L no segundo, com
méximos de 6,350 e de 1,300 mg/L, respectivamente. Para a etilamina os teores encontrados nestas
amostras foram de 1,340 e de 1,300 mg/L com miximos de 2,120 e de 1,300 mg/L, respectivamente,
e para a metilamina de 0,060 e de 0,330 mg/L com maximos de 0,250 e de 0,500 mg/L,

respectivamente.

No estudo de Pfundstein ez a/ [1991], ja abundantemente citado, foram analisadas 9 amostras
de vinho (sem indicagio do tipo) que aptesentaram, em regra, teores ligeiramente superiores de
etilamina (teor médio: 5,2 mg/L, com uma vatiagio entre 1,6 ¢ 13 mg/L), seguindo-se a isoamilamina

(teor médio: 2,6 mg/L, com uma variagio entre 0,6 e 6,5 mg/L) e a metilamina (teor médio: 1,5
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mg/L, com uma variagio entre 0,6 e 3,5 mg/L). Anote-se por curiosidade que nas 13 amostras de
cerveja simultaneamente analisadas os teores de metilamina e de etilamina se apresentaram idénticos
aos verificados nos vinhos enquanto os teores de isoamilamina foram substancialmente inferiores,

com um teor médio de 0,060 mg/L.

De igual forma, Bauza e a/ [1995a], no seu estudo que incidiu sobre 220 amostras comerciais
de vinhos franceses das regides do "Rhone"” e da "Provence", encontraram um teor médio de
etilamina ligeiramente superior ao de isoamilamina, 1,26 e 0,87 mg/L, respectivamente, enquanto os
teores médios obtidos para a metilamina foram da ordem dos 0,70-0,85 mg/I, para os diferentes
tipos de vinho. No caso da etilamina verificou-se um teor médio mais elevado nos vinhos tintos (1,65
mg/L) do que nos outros vinhos (infetiotes a 0,50 mg/I). Os valores miximos encontrados foram de

4,690, 16,000 e 1,860 mg/L para a etilamina, a isoamilamina e a metilamina, respectivamente.

Em dois estudos realizados por investigadores franceses com dados relativos apenas a
presenca de etilamina e de metilamina, os resultados obtidos foram bastante idénticos, registando-se
em ambos os estudos teores médios de etilamina mais elevados, mas, em qualquer caso, pouco

elevados.

Assim, Tricard e Cazabeil [1990] encontraram teores médios para a etilamina de 0,880
(maximo: 1,600), 1,980 (méximo: 3,800), e 1,320 mg/L (maximo: 2,700), em vinhos tintos de grande
qualidade produzidos em Franga (23 amostras), Espanha (21 amostras) e Italia (17 amostras),
respectivamente; os teores de metilamina nos mesmos vinhos foram de 0,120 (maximo: 0,400), 0,330

(maximo: 1,300) e 0,160 mg/L (méximo: 0,300), respectivamente.

No estudo de Ingargiola e Bertrand [1991], os teores médios obtidos para a etilamina foram
de 1,240, 0,790 € 0,650 mg/L, em 49 amostras de vinhos tintos, 13 amostras de vinhos brancos com a
fermentacdao malolictica terminada e 7 amostras de vinhos brancos nio sujeitos ao referido processo
fermentativo, tespectivamente. Para a metilamina os teores médios obtidos foram de 0,290, 0,510 e

0,600 mg/L nas mesmas amostras.

Nos diversos trabalhos do grupo de Busto e colaboradores, ji referidos ao longo deste
capitulo, e em particular naquele que consideramos o mais significativo, devido ao nimero de
amostras analisadas (44 amostras de vinhos tintos, 14 amostras de vinhos brancos e 8 amostras de

vinhos rosés), o aspecto mais saliente € o facto de na maioria das amostras de vinhos brancos e de
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vinhos rosé se ter verificado a auséncia de etilamina (limite de detecgio do método: 15 pg/L). De
resto, os teores verificados para a isoamilamina e para a metilamina foram da mesma ordem de
grandeza (teores médios de 0,240, 0,470 e 0,510 mg/L, nos trés tipos de vinhos considerados, com
maximos de 0,790, 0,820 e 0,680 mg/L, respectivamente, no caso da isoamilamina; teotes médios de
0,690, 0,500 e 0,590 mg/L com miximos de 1,170, 1,210 e 0,920 mg/L, respectivamente, para a
metilamina). As amostras de vinhos tintos apresentaram um teor médio de etilamina de 0,660 mg/L,

com um maximo de 5,680 mg/L [Busto ez a/, 1996b)].

Pelo contririo, no estudo sobtre vinhos portugueses anteriormente referido, [Mafra et al,
1999], sdo referidos teores esttanhamente elevados de etilamina na generalidade das amostras
analisadas, tanto em vinhos tintos como em vinhos brancos, o que poderd dever-se a alguma
deficiéncia do método analitico usado, nio detectada pelos autores. Nas 30 amostras analisadas, o teor
minimo observado foi de 5,38 mg/L, tendo-se registado teores superiores 2 9 mg/L em 70 % das
amostras. Os seis vinhos brancos analisados apresentaram mesmo os teores mais elevados com uma
média de 23,04 mg/L. Para a metilamina e a isoamilamina, os teores observados foram bastante
inferiores, consistentemente abaixo de 1 mg/l no primeiro caso, e com maiores variagdes no caso da

isoamilamina, que aptesentou um méaximo de 6,17 mg/L.

Resultados diferentes foram os apresentados, mais recentemente, por Soleas e @/ [1999],
também j4 anteriormente citados. Nas generalidade das amostras ensaiadas os autores verificaram que
a metilamina constitufa uma das aminas presentes em maior quantidade, apenas ultrapassada pela
putrescina ¢ ndo em todos os casos; para algumas das castas de vinhos brancos, o composto
apresentou-se¢ mesmo como o mais abundante de entre todas as aminas biogénicas estudadas. Os
teores médios obtidos, em todas as 10 castas estudadas, foram sempre superiores a 1 mg/L, nalguns
casos atingindo mesmo os 7 mg/L (casta Chardonnay - 12 amostras) e os 5.5 mg/L (casta Pinot Noir
- 7 amostras e casta Seyval Blanc - 5 amostras). Nio foi notada qualquer diferenca significativa entre
0s teores observados nos vinhos tintos e nos vinhos brancos. No que respeita a etilamina os teores
médios obtidos foram significativamente menores, sempre infetiores a 1 mg/L, no caso dos vinhos
brancos inferiores mesmo a 0,3 mg/L. A isoamilamina nio foi alvo da atencio dos autores, que nio

apresentam qualquer resultado para o composto.

Woller e Kobelt [1990], no telatétio acima mencionado referente aos resultados obtidos na

anilise de 459 amostras de vinhos referem ter encontrado apenas "tracos" de metilamina e de
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etilamina num nimero reduzido de amostras, 0 que, pese embora a auséncia de referéncia ao limite de
quantificagio do método usado, pressupde teores muito inferiores a 1 mg/L, de acordo com os
valores apresentados para outras aminas voldteis. Em relagio a isoamilamina, os autores registaram
teotes muito vatidveis, variando entre 0 e 39 mg/L, nio apresentando, contudo, os teores médios

registados.

1.3.4.2. Outras aminas alifaticas

Sdo escassas as referéncias na literatura a presenca de outras aminas alifaticas em mostos e
vinhos, para 1 das trés anteriormente mencionadas. Os teores encontrados sdo, regra geral, muito

diminutos.

Também neste caso merece especial saliéncia o trabalho desenvolvido pelo grupo de Ough e
colaboradores, anteriormente citados. Para além das 3 aminas antetiormente referidas — metilamina,
etilamina e isoamilamina — estes autores identificaram pela primeira vez em mostos a presenga de
dimetilamina, dietilamina, n-propilamina, isobutilamina, n-amilamina e 2-metil-1-butilamina [Ough e/
al, 1981]; foram também os primeiros a registar, no mesmo trabalho, a presenga em vinhos de

dietilamina e de 2-metil-1-butilamina.

No que respeita 2 presenca deste tipo de compostos em mostos, os resultados obtidos por
aqueles autores sio mesmo os unicos disponiveis na literatura a que tivemos acesso. Os teores
méximos encontrados nio ultrapassaram os 0,110 mg/L para a dimetilamina, os 0,210 mg/L para a
dietilamina e quantidades vestigiais, sempre inferiores a 0,010 mg/L, para as restantes aminas. Em
vinhos os teores encontrados pelos mesmos autores, num pequeno nimero de amostras analisadas,

foram da mesma ordem de grandeza.

Teores mais elevados de algumas destas aminas foram entretanto observados por outros
autores, subsistindo em muitos casos a divida sobre a eficiéncia das metodologias analiticas usadas,
como ja anteriormente salientamos. E principalmente o caso dos valores obtidos por Woller e Kobelt
[1990] que realgam a importincia da presenga em vinhos da n-butilamina e da isobutilamina (teores
miximos de 30 e de 82 mg/L, respectivamente) e, embora em menor grau, da n-propilamina (teotes

inferiores a 5 mg/L em vinhos novos, mas variando consistentemente entre 30 e 55 mg/L em vinhos
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velhos, com idades entre 12 e 20 anos), da isopropilamina (teor maximo de 16 mg/L), e da
n-amilamina (presente em cerca de 80 % dos vinhos analisados por aqueles autores, com um teor

maximo de 4 mg/L).

A presenca de n-propilamina e de isopropilamina em vinhos foi também evidenciada em dois
trabalhos do grupo de Busto e colaboradotes. No primeiro desses trabalhos [Busto e 4/, 1994], os
autores referem teores de n-propilamina entre 1,26 ¢ 2,67 mg/L em 5 amostras de vinhos brancos e
entre 0 e 1,35 mg/L para cinco amostras de vinhos tintos. Das outras aminas volateis incluidas neste
grupo apenas a n-amilamina foi encontrada numa amostra de vinho branco, num teor de 0,45 mg/L.
No segundo dos trabalhos referidos [Busto et a/, 1996b], os teores de propilamina encontrados
vatiatam entre 0 e 0,280 mg/L num conjunto de 66 vinhos brancos, tintos e rosés analisados
enquanto que os teotes de isopropilamina vatiaram entre 0 e 0,540 mg/L para o mesmo conjunto de
amostras. Neste trabalho pode encontrar-se a tnica referéncia a que tivemos acesso referente i
presenca de hexilamina em vinhos; os autores referem teores maximos do composto de 0,400, 0,210 e

0,960 mg/L em vinhos brancos, rosés e tintos, respectivamente.

Arce ef al. [1998] também se referem 4 presenga de n-propilamina e de isopropilamina; em seis
amostras de vinhos analisadas por estes autores (2 brancos, 2 tintos e 2 rosés) vetificou-se a presenca
de propilamina em 3 das amostras (teores de 0,170, 0,150 e 0,230 mg/1) e de isopropilamina em 5 das
amostras (teores de 0,120, 0,620, 0,180, 0,300 e 0,380 mg/L).

Pelo contririo, Ibe ¢f a/ [1991] nio encontraram quaisquer vestigios de n-propilamina e de
isopropilamina, bem como de n-butilamina e de n-amilamina, em 75 amostras de vinhos tintos e
brancos sujeitos a andlise; verificaram, contudo, a presenga de isobutilamina numa amostra de vinho

branco (0,100 mg/L) e em 9 amostras de vinho tinto (teor maximo de 0,490 mg/L).

1.3.4.3. Aminas aliciclicas (pirrolidina, piperidina e morfolina)
No que respeita a presenga de aminas aliciclicas — pitrolidina, piperidina e morfolina — em
mostos e vinhos sdo ainda mais escassos os dados encontrados na literatura.

A presenga de pirrolidina em bebidas alcodlicas foi mencionada pela primeira vez por

Slaughter [1970] e por Slaughter e Uvgard [1971] que identificaram o composto em amostras de
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cerveja e no malte usado na tespectiva elaboragio. Singer e Lijinsky [19706] terdo sido os primeiros a
identificar o composto numa amostra de vinho (0,060 mg/L) tendo também encontrado motfolina
(0,700 mg/1) mas nio piperidina. (No que respeita 4 presenga de morfolina é de considerar a

possibilidade de se ter tratado de um artefacto analitico como foi referido atrés).

Desde entio, sio muito poucos os autores que apresentam resultados referentes a presenga
destes compostos nos vinhos. Os dados mais importantes sdo possivelmente os apresentados pot
Pfundstein ez a/ [1991], no seu estudo acima referido, que encontraram as trés aminas em discussdo
na maiotia das 9 amostras de vinho analisadas; a pitrolidina apresentou um teor médio de 0,2 mg/L,
com um maximo de 0,4 mg/L; a piperidina apresentou um teor médio de 0,3 mg/L, com um miximo
de 0,4 mg/L; a morfolina apresentou um teor médio de 0,24 mg/L, com um méiximo de 2,1 mg/L.
Como forma de melhor compreendermos o significado destes valores poderemos referir que nas
amostras de outras bebidas alcoodlicas analisadas, como cerveja (13 amostras) ou bebidas espirituosas
(16 amostras) os autores nio encontraram nem morfolina nem piperidina, tendo registado teores
médios de pirrolidina superiores no caso da cerveja (0,560 mg/L) e inferiores no caso das bebidas

espirituosas (0,040 mg/L).

Anteriormente, Ibe es 4/ [1981], no seu trabalho ji virias vezes referido ao longo deste
capitulo, encontraram pirrolidina em 16 de 32 amostras de vinho tinto analisadas (teor maximo: 0,180
mg/L; teor médio: 0,070 mg/L), nio tendo detectado o composto em nenhuma das 43 amostras de
vinho branco também analisadas. Busto e a/. [1994], por seu lado, referem a presenca de morfolina
em amostras de vinho branco (teores entre 0,490 e 1,330 mg/I. em 5 amostras) e de vinho tinto
(teores entre 0 e 0,270 mg/L em 5 amostras). Embora néo apresentem valores, os autores deixam
subentendida a presenga de pirrolidina, sublinhando a impossibilidade da quantificagio cotrecta do
composto em virtude de nio terem conseguido a sua separagio cromatogtifica em relagio ao pico
correspondente 20 excesso de reagente detivatizante usado, formando um "ombro" que € visivel no
cromatograma apresentado respeitante a uma amostra de vinho (para descrigdo do método usado ver

cap. 2).
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1.3.5.Estudos sobre a origem das aminas volateis em vinhos

Os trabalhos do grupo de Ough e colaboradores, realizados ha cerca de vinte anos atris € ja
acima citados e desctitos, sdo praticamente os Unicos estudos que se encontram na literatura sobte a
ocorréncia de aminas volateis em vinhos. Resumidamente, os autores observaram a presenga em
mostos de metilamina, de etilamina e de isoamilamina em teores normalmente inferiores a 1 mg/L, e
vetificaram que a sua evolugio no decotrer da fermentagdo alcodlica ocorria em duas etapas: uma
primeita na qual os compostos praticamente desapareciam do meio, provavelmente por serem usados
como fonte azotada pelas leveduras; uma segunda etapa, coincidente com o final do processo
fermentativo, no qual voltavam a set visiveis sinais da sua presenga, muitas vezes em quantidades
francamente superiores as observadas anteriormente, desconhecendo os autores os motivos que lhe

estavam subjacentes.

O unico outro estudo a que tivemos acesso, realizado muito recentemente, aptesenta apenas
resultados referentes 2 evolucio dos teores de etilamina durante a fermentagdo malolactica de cinco
vinhos e os resultados ndo sio muito elucidativos: em trés dos vinhos, os teores do composto
aumentaram ligeiramente durante o referido processo, mas nunca ultrapassando 1,5 mg/L, enquanto
nos outros dois casos verificou-se mesmo uma diminui¢io acentuada do respectivo teor, de 1,6 para

0,5 mg/L e de 3,7 para 2,0 mg/L [Coton ez al., 1999)].

A inexisténcia de qualquer relagio entte a fermentagdo malolictica e o aparecimento de
etilamina (e de outras aminas voldteis), que se parece poder concluir da referida experiéncia, nio
apresenta qualquer sutpresa, atendendo ao que atris foi afirmado sobre a origem destes compostos,

cuja formagio por descarboxilagio dos respectivos aminoacidos nido parece ser muito provavel.

Porém, dos poucos dados estatisticos existentes sobre a presenga destes compostos nos
vinhos, realca-se uma correlagio fortemente positiva entre os teores de etilamina e de histamina
verificada por Ingargiola e Bertrand [1991] e por Bauza ef 4/ [1995a] na analise de um nimero elevado
de amostras, o que poderia apontar para uma origem semelhante para os dois compostos. Os ultimos
autores também encontraram uma cortelagio positiva entre a isoamilamina e a 2-feniletilamina, a qual
também j4 tinha sido observada por Mayer e Pause [1987]; neste caso as ddvidas ainda sio maiores,
pois como vimos, também pouco se sabe sobre a origem de 2-feniletilamina encontrada nos vinhos.

Soufleros ez al. [1998] encontraram, por seu lado, uma cortrelagio negativa entre a presenca das trés
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aminas em discussdao (metilamina, etilamina e isoamilamina) e a presen¢a de 4cido malico e de dcido
citrico (idéntica 4 observada para a histamina, a titamina e a putrescina) o que também aponta para
uma possivel formagio daqueles compostos por acgdo microbiana. Curiosamente, 0s mesmos autores
nio encontraram essa correlagio para a 2-feniletilamina, o que contradiz as observages

anteriormente referidas sobre o paralelismo deste composto com a isoamilamina.

Quanto aos outros compostos integrados no grupo das aminas volateis, nio se encontram na
literatura quaisquer dados, para 1a da sua presenga nos mostos em quantidades diminutas, que

permitam especular sobre os motivos da sua presenga nos vinhos.
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2.1. Introdugio

A determinagdo analitica de aminas biogénicas tem constituido, ao longo dos anos, um
desafio mobilizador para um grande nimero de quimicos analistas das mais variadas areas. As causas
pata essa mobilizagio radicam, naturalmente, na importincia do papel desempenhado por este tipo de
compostos nos mais vatiados processos fisioldgicos e patofisiolégicos que ocortem em animais e
plantas, como salientado no capitulo anterior. Dai a necessidade de haver metodologias analiticas

prontas a responder as inimeras solicitagdes que o estudo desses processos implica.

Independentemente do tipo de mattiz, a quantificagio correcta de aminas biogénicas ¢, em
qualquer caso, uma operagio analitica que apresenta um acentuado grau de dificuldade, devido a dois
factores fundamentais: por um lado, o acentuado caricter polar dos compostos, que dificulta a sua
extracgio de matrizes aquosas com bom rendimento e livres de compostos intetferentes e, além
disso, ¢ fonte de numerosos problemas quando se pretende a sua separagio cromatografica; por outro
lado, a auséncia de propriedades intrinsecas dos compostos que possibilitem a sua detec¢io
directamente por métodos fisico-quimicos de aplicagio corrente, como, p. ex., métodos

espectrofotométricos, métodos fluorimétricos ou métodos electroquimicos.
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O problema agrava-se, naturalmente, quando se trata de analisar matrizes muito complexas
em que 0S COMPOStos se encontram presentes em niveis de concentragio muito reduzidos, como € o
caso dos alimentos, em geral, e dos vinhos, em particular. Assim, facilmente se compreende que seja
bastante largo o leque de metodologias analiticas propostas para a sua determinagdo e que, apesar
disso, novas metodologias sejam continuamente desenvolvidas com o objectivo de se atingir niveis
cada vez mais elevados na dupla vertente qualidade dos resultados versus facilidade e rapidez de

execugio.

Nas décadas de 50 e 60, quando a presenga das aminas biogénicas em alimentos comegou a
ser alvo do interesse da comunidade cientifica, os métodos analiticos disponiveis eram sobretudo
métodos bioldgicos, pouco fidveis para a sua aplicagio a este tipo de matrizes e praticamente resttitos
4 determinacio de histamina [Quevauviller e Maziére, 1969]. O mais divulgado correspondia ao
ensaio "in vitro" proposto por Roberts e Adam [1950], baseado na acgdo contractante da histamina
sobre o ileo de cobaio, ainda hoje usado nalguns laboratérios [Rodrigues, 1998]. Como curiosidade,
podemos referit que um dos primeiros trabalhos de determinagdo de histamina em vinhos foi
realizado através de um ensaio "in vivo" baseado na variacdo da pressio arterial e da actividade
respiratétia provocada pelo composto em gatos que, para o efeito, eram anestesiados com uma

mistura de cloral e uretano e mantidos a uma temperatura constante [Marquardt e Werringloer, 1965].

A pouca eficicia dos métodos biolégicos levou, rapidamente, 4 adopgdo de processos
analiticos baseados na formacio de derivados fluorescentes. Processos deste tipo foram usados para a
determinagio, individualizada, da histamina e da tiramina, sendo alguns deles, ainda hoje, de uso
generalizado, como seré referido mais adiante. Porém, a falta de especificidade muitas vezes revelada
por este tipo de métodos associada 4 relevincia cada vez maior assumida por outras aminas
biogénicas, também presentes nos alimentos, levou os diversos autores a convergir nas vantagens de
proceder A determinagio simultinea de virias aminas, sendo para isso necessiria a adopgio de
processos separativos adequados. A cromatografia, que nas décadas de 60 e 70 teve um
desenvolvimento exponencial, surgiu assim, naturalmente, como técnica separativa de eleicdo.
Inicialmente, através do uso das técnicas de cromatografia em placa e em papel; em seguida, pela
adopgio de processos de cromatografia de troca-iénica, muito divulgados pelo seu uso na analise de
aminoécidos; finalmente, a partit dos anos 80, com a utilizagdo das técnicas de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC) e de cromatografia gasosa.

114



Capitulo 2 - Determinacdo de aminas biogénicas em vinhos

Actualmente, os métodos baseados na técnica de HPLC sdo os mais popularizados entre os
diversos autores para a determinagdo de aminas biogénicas nos vinhos. A detecgio e quantificagio
dos compostos é feita, na maior parte dos casos, pela medigio da intensidade fluorescente de
derivados adequadamente preparados, embora também esteja descrito o uso de detectores de UV e
de detectores electroquimicos. As poucas propostas alternativas passam essencialmente pelo uso de
técnicas de electroforese capilar e de cromatografia gasosa, neste Gltimo caso com uma expressio
bastante diminuta relativamente ao que se verifica noutras dreas analiticas, nas quais assume muitas

vezes o papel de técnica de eleicio.

Nio obstante a capacidade de separagio caracteristica dos métodos cromatogrificos, a
obtengio de bons resultados analiticos implica, muitas vezes, um processo prévio de
extrac¢do/purificagdo dos compostos a analisar, capaz de promover a remogio de intetferéncias e a
concentra¢do das aminas presentes na amostra. Atendendo 2 importancia e diversidade das propostas
existentes nesta drea, optimos pot fazer inicialmente uma breve abordagem das mesmas, sendo o
assunto complementado ao longo deste capitulo, nos casos em que tal nos pareceu relevante, a par

com a descrigdo e a leitura critica das metodologias analiticas propostas pelos diversos autores.

2.2. Processos de extracgio/purificagio

A etapa de extracgio/purificagio dos compostos a analisar pode ser considerada como critica
para a qualidade dos resultados obtidos, como é sublinhado por virios autores [Arce ef al, 1998;
Busto ez al, 1994; Gennaro ef al, 1996]. Muitos dos resultados publicados acerca dos teores de aminas
biogénicas em produtos fermentados podem mesmo ser postos em questio, devido a erros

posteriormente detectados no "desenho" do processo extractivo [Moret e Conte, 199¢].

As principais dificuldades do processo extractivo sdo resultam de factores tio diversos como
a) a extrema complexidade da matriz, b) a acentuada polaridade dos compostos, de que resulta uma
maior solubilidade em dgua do que na maioria dos solventes orginicos geralmente usados, ¢) os
baixos teores em que se encontram habitualmente presentes, d) a coexisténcia, geralmente em
quantidades muito superiores, de diversos aminoacidos, alguns dos quais se apresentam como

interferentes nos processos de determinagio propriamente ditos, dada a existéncia de algumas
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similitudes estruturais, €) finalmente, a necessidade de se extrafrem moléculas estruturalmente muito

diferentes (histamina, putrescina e tiramina, p. ex.).

Fundamentalmente, dois tipos diferentes de processos extractivos sio geralmente usados:
extracgio liquido/liquido com um solvente ou uma mistura de solventes apropriados, imisciveis com
a 4gua; extraccio em fase solida, fazendo uso de colunas cromatograficas preparadas no laboratorio
cheias com um adsotvente apropriado ou, como mais recentemente se tem tornado vulgar, de
cartuchas de extracgio comercializadas ji com o respectivo enchimento (adiante designadas por

colunas de SPE").

2.2.1. Extracgdo liquido/liquido

A extracgio liquido/liquido constitui o processo mais clissico e divulgado de
extrac¢io/purificacio de compostos orginicos presentes em matrizes complexas. Baseia-se, como €
sabido, na mistura, seguida de agitacio, da amostra ou da solugiio que contém a amostra com um
solvente ou uma mistura de solventes imiscivel com a mesma no qual o(s) composto(s) de interesse

sejam mais soluveis.

Tratando-se as aminas biogénicas de compostos basicos, em maior ou menor grau, a sua
extraccio de uma matriz aquosa como o vinho pode ser feita por modulagio desse seu caricter
basico. Assim, a pH alcalino (acima do respectivo pKa), este tipo de compostos existe
maioritariamente na sua forma livre, ndo protonada, podendo ser extraidos por um solvente orginico
imiscivel com a 4gua, o que promove a sua sepatagio de compostos com caracteristicas dcidas, e, em
seguida, reextraidos da fase orginica com uma solugio aquosa icida, promovendo assim a sua

separa¢do de compostos neutros [Blau, 1989].

Processos deste tipo foram usados por Almy e 4. [1983] e por Vidal-Carou ef a/. [1989a], no
primeiro caso tendo em vista a andlise simultinea de diversas aminas voliteis por cromatografia
gasosa, no segundo caso antecedendo a determinagdo isolada da histamina por um método
fluorimétrico. Ambos os autores usaram butanol para a extracgdo das aminas a partir da amostra

previamente alcalinizada e, em seguida, usaram HCl (1 M e 0,1 M, respectivamente) para a

* e . ~ . . .
Iniciais da designagio anglo-saxdnica "solid-phase extraction™
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reextracgdo dos compostos. Também incluida neste tipo de processos pode considetat-se a proposta
de Rivas et al [1979], que, como ctapa prévia a determinagio da tiramina por um processo
fluorimétrico, alcalinizaram a amostra previamente concentrada, procederam 4 sua homogeneizacio
com areia fina e sulfato de sédio anidro, extrairam o composto com acetato de etilo e, em seguida,

reextrairam-no da fase organica com HCI 0,2 M.

Processos simples de extrac¢do liquido/liquido, com uma s6 etapa, podem também ser
usados. Neste caso, a amostra, previamente saturada com um sal e alcalinizada, é sujeita 4 accio
extractiva de um solvente organico apropriado — regra geral o butanol ou uma mistura de butanol
com outto solvente orginico — a que se segue a evaporagio, total ou parcial, do mesmo. Um
processo extractivo deste tipo é suficiente para a obtengdo de extractos com teores de aminoacidos
muito diminuidos, o que ¢ importante visto estes constituirem habitualmente os ptincipais

interferentes nos processos de detec¢io usados.

Embora bastante usado na determinagio de aminas biogénicas noutras matrizes alimentares
[Moret ez al, 1992}, o uso deste tipo de processos em vinhos tem sido reduzido. Merecem referéncia
os trabalhos de Cerutti [1975], que propés a saturagio do meio com uma mistura de fosfato de
potissio e de sulfato de sédio anidro e a extracgdo das aminas com butanol, e de Tricard e Sudraud
[1982a,b,c] que usaram carbonato de sédio para a saturagio do meio e butanol para a extracgio. Em
ambos os casos, a alcalinizagio da amostra foi feita pela adigio de uma solugio concentrada de
NaOH, nio tendo havido grande cuidado quanto 2 verificagio do pH final da amostra. Este facto
pode estar na origem de graves erros no que respeita ao rendimento do processo para algumas
aminas, como demonstraram Moret e Conte [1996] que concluitam que a fixagio do pH a 11,5
constitui uma boa solugio de compromisso; a valores de pH superiores, di-se uma redu¢io dristica
do rendimento do processo para a tiramina, que atinge um minimo a pH 12,5-13,0, onde o
rendimento chega a ser cinco vezes inferior; a valores de pH infetiores, da ordem dos 9,5-10,0, o
rendimento € Sptimo para a tiramina mas manifestamente reduzido para outras aminas como a
histamina, a putrescina, a cadaverina, a espermina e a espermidina. Estes autores sugerem também a
saturagdo da amostra com um sal que nio influencie o pH, como o cloreto de sédio, em detrimento
do carbonato de sddio, geralmente usado. Recentemente, Arlotio ¢ al [1999] verificaram grandes
diferencas no rendimento da extracgdo com butanol a pH alcalino (10, 11 ¢ 12) entre solugdes padrio
hidroalcodlicas e amostras de vinho e de cerveja, mostrando-se o processo negativamente

influenciado pelos interferentes presentes nas amostras. Os autores acabaram por escolher a
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extracgio a pH 10 como a melhor opgdo para a determinagdo de 2-feniletilamina enquanto para a

histamina e a tiramina optaram por um processo de extracgdo em fase sélida.

Para além do butanol, outros solventes tém sido propostos para a extracgio das aminas. Etter
et al, [1991] usaram uma mistura de acetonitrilo e 4cido perclérico 0,2 N (1:1). Mayer e Pause [1973a]
usaram um processo de dupla extrac¢do da amostra alcalinizada, inicialmente com éter etilico e depois
com butanol enquanto que o diclorometano foi usado por Addeo e Malorni [1974], numa primeira
etapa para extrair da amostra acidificada substincias de cardcter icido, que eram eliminadas e, numa

segunda etapa, para extrair da amostra, agora alcalinizada, as aminas biogénicas.

Alguns autores propdem o uso de processos de extracgdo pés-derivatizagio, neste caso nio
das aminas proptiamente ditas mas dos respectivos derivados. Essa pritica, como veremos adiante, ¢
mesmo generalizada quando hi necessidade em proceder a eliminagio do excesso de reagente
derivatizante usado, devido 4 interferéncia deste na detec¢io dos compostos. Outros autores
propdem um processo extractivo desse tipo com o intuito de eliminar outros compostos
derivatizados, como os aminoicidos, de forma a melhorar os resultados obtidos na etapa de
separagiio cromatogrifica que muitas vezes se segue. Uma abordagem mais detalhada serd feita, caso a

caso, quando nos referirmos ao uso dos diversos agentes derivatizantes.

2.2.2. Extracgio em fase solida

A extrac¢io em fase sélida pode ser definida como um processo de extracgio/purificagio em
que a retengdo dos compostos ocorre sobre um suporte sélido, geralmente contido no interior de

uma coluna, e a eluigdo se faz por intermédio de um ou mais solventes que atravessam esse suporte.

Processos deste tipo sio usados hid muito tempo como etapa prévia para a determinagdo dos
mais variados tipos de compostos em amostras complexas. Durante muito tempo foi normal o uso de
colunas preparadas no laboratério com enchimentos possuindo propriedades adsorventes dos mais
diversos tipos (polares, apolares, de troca catiénica, de troca anidnica, etc.). Esses processos exigiam o
uso de grandes quantidades tanto de amostra como de eluentes e eram, regra geral, muito demorados
pois a elui¢io dos compostos era conseguida simplesmente 4 custa da forca gravitacional exercida

sobre os eluentes colocados no topo da coluna. Hoje em dia é normal o uso de pequenas colunas
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comercialmente disponiveis (colunas de SPE), com uma vasta gama de diferentes enchimentos, as
quais, pela sua grande drea especifica, permitem a udlizagio de reduzidas quantidades de amostras e
de eluentes. O acoplamento de sistemas de vacuo permite, por outro lado, ritmos de trabalho muito

mais elevados.

O facto de as aminas biogénicas possuirem uma fung¢io bisica sempte funcionou como um
convite directo para o uso de processos extractivos deste tipo, baseados na acgio de resinas acidas
com propriedades de troca de catides [Nelson ef 4k, 1979]. De entre estas, porém, sempre se
considerou ser de evitar o uso das resinas com maior poder de troca catidnica, que sio aquelas que
ttm uma fungio sulfénica como suporte; com estas resinas, a posterior eluigio das aminas mais
polares, particularmente as que possuem mais do que uma fungio aminada, pode tornat-se
extremamente dificil de conseguir com bom rendimento, como sublinharam diversos autores [Blau,

1989; Jandera ez al, 1994].

Durante muito tempo foi assim comum o uso de colunas preparadas no laboratério, com
enchimentos do tipo "Ambetlite CG 50", que correspondem a resinas com um suporte do tipo 4cido
carboxilico, logo com menor poder de troca catidnica. O seu uso foi proposto por diversos autores
para a extrac¢do/purificagio das amostras tendo em vista a determinagio de histamina por métodos
fluorimétricos e a determinagio simultinea de vitias aminas por métodos cromatogrificos. Como foi
referido atrds, o uso dessas colunas implicava a necessidade de quantidades significativas de amostra,
da ordem de algumas dezenas de mililitros, e o processo era bastante demorado. A eluicio era
normalmente conseguida por intermédio de solugdes fortemente 4cidas. Com este tipo de resinas, o
uso dessas solugdes acidas conduz, inevitavelmente, a consideraveis perdas de algumas das aminas

habitualmente estudadas [Busto ez 4/, 1995a].

Mais recentemente, tem-se assistido 4 introdugio gradual nas metodologias propostas das
modernas colunas de SPE, acima referidas. Curiosamente, e ao contririo do que era recomendado
para as antigas colunas preparadas no laboratério, sio as colunas com enchimento do tipo sulfénico
(SCX) as mais usadas, podendo a elui¢io ser feita com uma mistura de metanol e de uma solugdo
aquosa, tamponada a pH neutro ou ligeiramente 4cido, saturada com NaCl [Pfeiffer, 1996; Pfeiffer e

Radler, 1992].

Numa série de trabathos dedicados a este tema, Busto e colaboradores concluiram que as

melhores condi¢Ses para a eluigdo das aminas neste tipo de colunas (SCX) passavam pelo uso como
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eluente de uma mistura de solugdo aquosa de borato de sédio 0,075 M e de metanol (50:50), com a
qual conseguiram obter rendimentos supetiores a 75 % para as oito aminas estudadas [Busto e 4L,
1997a]. Com o uso de uma solugdo de HCl 1 M em metanol a 95 %, os mesmos autotes tinham
registado em trabalho anterior um rendimento de 35 % para a putrescina e inferior a 10 % para a

cadaverina [Busto ¢ 4/, 1995a].

Os mesmos autores também concluiram ser desaconselhavel o uso de colunas de SPE com
enchimentos de Cis, anteriormente usadas por Subden ¢ /. [1978] para a remogio de polifendis e de
interferentes de caricter pouco polar. Essa conclusio deve-se ao facto de as referidas colunas s6
permititem a obten¢io de resultados satisfatérios quando condicionadas, em condi¢des de pH
rigorosamente definidas, com um reagente de par-idnico como o octanosulfonato de s6dio, o que
torna o processo muito demorado [Busto ¢f /. 1995b]. Além disso, obrigam a remogio prévia dos
polifendis existentes na amostra, pois estes bloqueiam o respectivo enchimento, especialmente
quando se trata de vinhos tintos, mais ricos neste tipo de compostos [Busto ef a/. 1994]. Neste ultimo
trabalho, 0s autores usaram as colunas com enchimento de Cis para a extracgdo ndo das aminas em
estudo mas dos respectivos detivados dansilados, uma vez formados. O mesmo grupo ji tinha
proposto, em trabalho anterior, 0 uso de uma coluna de troca aniénica (Bond-Elut SAX) para a
purificacio do meio reaccional obtido ap6s a derivatizacdo da amostra com fenilisotiocianato, tendo
em vista a determinacio de histamina [Callul e 4/, 1991]; dessa forma era possivel a separa¢io do
detivado de histamina, que nio era retido, ao contririo dos derivados formados a partir de
aminodcidos, que eram retidos em virtude de possuirem o grupo carboxilico intacto. Como veremos
adiante, uma extrac¢io deste tipo ¢ impraticivel quando se usa OPA como agente derivatizante, face

2 pouca estabilidade dos respectivos derivados [Busto ez al. 1996a].

2.2.3. Outros processos de extracgdo/purificagdo

Isoladamente ou em conjunto com um dos processos extractivos atras referidos, podem
usar-se outros processos de pré-tratamento da amostra, como uma simples filtragio ou ultrafiltragdo
da amostra ou um tratamento com um adsorvente sélido, regra geral a polivinilpirrolidona, capaz de
reter compostos de natureza polifendlica, seguido de filtragio. Embora nio seja muito usual na

analise de aminas biogénicas em vinhos, por vezes as amostras sio objecto de um tratamento prévio
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com agentes capazes de promover a destrui¢io da estrutura proteica da mattiz, como o 4cido
perclérico ou o dcido tricloroacético, também seguido de filtragio. Este tipo de processos é comum
em métodos dedicados prioritariamente a andlise de aminas biogénicas em matrizes alimentares
proteicas, como queijos, carnes, peixes, etc. [Joosten e Olieman, 1986]. Petridis e Steinhart [1995]
propuseram o tratamento com 4cido tricloroacético a 10 % seguido de uma purificagdo do extracto
obtido por passagem por uma coluna de troca catiénica. A prévia destilagio da amostra também foi
usada para a determinagao de aminas voldteis por cromatografia gasosa, como sera referido com

maior detalhe mais adiante.

Recentemente, algumas das metodologias por HPLC propostas para a anilise de aminas
biogénicas em vinhos nio incluem nenhum processo prévio de extracgio/purificagio dos compostos
(excepto a simples filtragio da amostra). Esta op¢io é muito generalizada nos processos
automatizados que usam ortoftaldialdeido como agente derivatizante, permitindo encurtar o tempo
de anilise e evitar os erros que sempre se associam aos processos de extracgio quando se trata de

analises quantitativas.

Contudo, e nido obstante os grandes desenvolvimentos verificados nos tltimos anos ao nivel
da capacidade de separagio das colunas cromatogrificas e a grande selectividade proporcionada pelos
detectores fluotimétricos, esse tipo de metodologias raramente permite uma boa separagio de todos
os compostos de interesse, levando a sérias dificuldades na quantificagio de muitos deles, como é

sublinhado por alguns autores [Busto ¢f a/, 1994, 1995b].

2.3. Métodos fluorimétricos

Os métodos fluorimétricos simples sio usados principalmente para a determinacio de
histamina. O ortoftaldialdeido (OPA) constitui o reagente derivatizante habitualmente utilizado neste

tipo de analise.

O processo de detecgdo fluorimétrica da histamina apés reac¢io com o OPA foi
otiginalmente desenvolvido por Shote ¢t a/ [1959], tendo revolucionado a anilise de histamina em

amostras bioldgicas [Taylor, 1986]. A reacgdo tem lugar em meio alcalino, quase instantaneamente, e
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d4 lugar 2 formagio, com elevado rendimento, de um produto de condensagio altamente fluorescente

(. Exc.: 360 nm; * Em.: 440 nm), de acordo com o esquema da Figura 4.1,

H
C=0 H2N'CH2€H27____\ _

* N NH —= « N-CH:CHa~
C=0 A\ ; \

H N\VNH

Figura 4.1. Reacgiio de derivatiza¢do da histamina por acgio do ortofataldialdeido (OPA).

O processo foi usado por diversos autores na determinagdo do teor de histamina em vinhos,
dos quais poderemos destacar pelo seu pioneirismo os trabalhos de Saint-Blanquat e Derache [1968],
Ough [1971], Plumas e Sautier [1972] e Lafon-Lafourcade [1974, 1975]. A reacgdo com o OPA,
porém, ndo é totalmente especifica para a histamina, havendo outros compostos presentes no vinho
que igualmente ddo origem a detivados fluorescentes, embora com menor intensidade; € o caso de
dois amino4cidos, a histidina e a cisteina, ¢ também das poliaminas espermina e espermidina [Shore,
1971]. O maior obsticulo é constituido pela presenca de histidina; Taylor e Lieber [1977] vetificaram
que este aminodcido quando presente numa concentragio cem vezes supetior i concentragio de
histamina (o0 que é comum no caso dos vinhos) tem uma intensidade fluorescente cerca de cinco
vezes superior, o que, obviamente, anula a possibilidade de obtencio de resultados analiticos

minimamente validos.

Por esse motivo, é indispensével a aplicagio prévia de um processo de extracgio/purificagio
da amostra, capaz de promover a separagio dos dois compostos: histamina e histidina. Inicialmente,
foi proposto o uso de colunas de troca catidnica, do tipo "Ambetrlite CG 50" na forma sédica,
capazes de reter a histamina e nio a histidina, quando condicionadas a pH 7, sendo a elui¢io da
histamina feita com HCl 3 M [Saint-Blanquat e Derache, 1968; Plumas e Sautier, 1972;
Lafon-Lafourcade, 1974, 1975]. Ough [1971], usando um sistema idéntico, verificou, porém, que a

separagio dos dois compostos niio era totalmente conseguida, tendo proposto uma etapa adicional
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para a putificagdo da solugdo obtida apés a eluigio, que consistia na passagem por uma outra coluna,
neste caso de troca anidnica, capaz de reter a histidina a pH alcalino devido 2 presenga do grupo

carboxilico.

Processos de extracgio liquido/liquido também podem ser usados, como proposto por
Tricard [1983] e por Vidal-Carou e a/ [1989a] que usaram com sucesso um processo, ja
anteriormente referido, de extracgio da histamina com butanol em meio alcalino saturado com
carbonato de sédio seguido da sua reextracgio com HCI, antes da detivatizagio com o OPA. Em
ambos 0s casos, contudo, os autores apenas conseguiram bons tesultados usando o método das
adi¢Ses, o que implica a necessidade de viarias determinacbes da mesma amostra, adicionada de
quantidades crescentes do composto, para a obtengio do respectivo teor. O problema, contudo, nio
residiu na presenga de histidina, que se verificou nio interferir nos resultados obtidos mesmo quando
presente na amostra num teot mais de cem vezes supetior ao teor de histamina, mas antes no facto de
a matriz possuir interferentes nio identificados capazes de diminuir as caracteristicas de fluorescéncia
do derivado de histamina [Vidal-Carou ef al, 1989a]. Estes autores verificaram, além disso, que a
estabilidade do referido derivado era reduzida (cerca de 30 minutos), o que estd de acordo com
referéncias de outros autores, como veremos mais adiante, a0 referirmos o uso do OPA em processos

de cromatografia liquida.

Uma metodologia mista, baseada numa extrac¢io das amostras com uma solugio de metanol
a 75 %, seguida da purificagio do extracto através da passagem por uma coluna de troca anidnica,
capaz de reter a histidina, foi proposta por Staruszkiewicz ef al [1977a] e alvo de um ensaio
interlaboratorial, com bons resultados [Staruszkiewicz e/ al., 1977b]. Constitui, desde entio, o método
oficial nos Estados Unidos para a determinacio da histamina em produtos alimentares [AOAC,

1990].

Além da histamina, também a tiramina foi determinada por um método fluorimétrico,
segundo proposta inicial de Rivas-Gonzalo ez 4/ [1979], posteriormente usada em diversos trabalhos
do mesmo grupo [Rivas-Gonzalo e a/, 1983; Vidal-Carou e al, 1989b, 1990a, 1990b, 1991]. O
reagente derivatizante foi o «-nitroso-B-naftol que reage com a tiramina (60 °C; 1 hora) com
formacdo de um complexo fluorescente (A Exc.: 465 nm; A Em.: 545 nm). De uma série de aminas e
de aminoacidos testados como potenciais interferentes, apenas a tirosina mostrou capacidade de
formar um composto fluorescente com o reagente usado, sendo a sua completa separagio conseguida

por meio de um processo extractivo em duas etapas, ja atras referido.
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2.4. Métodos cromatograficos

2.4.1. Cromatografia em camada fina (TLC)

Durante as décadas de 60 e 70 desenvolveram-se numerosos métodos para a andlise de
histamina e de outras aminas biogénicas baseados na técnica de cromatografia em camada fina
[Taylor, 1986]. Genericamente, pode dizer-se que esses métodos inclufam uma etapa prévia de
extraccio dos compostos, a separagio das aminas em placas de gel de silica ou de outra fase
estacionaria de caracter polar, o uso de sistemas mono ou bidimensionais de eluicio e, finalmente, a
revelacio dos compostos por aplicagio de uma mistura reveladora, constituindo a ninidrina o agente

mais usado pela sua capacidade de tornar coradas as manchas correspondentes as aminas em estudo.

Com as adaptaces necessirias, tendo em conta a especificidade da matriz, alguns destes
métodos foram usados intensivamente na determinagio semi-quantitativa de aminas biogénicas em

vinhos, em especial da histamina, que era a amina que despertava maior interesse.

A 1* referéncia a0 uso da cromatografia em camada fina em vinhos surge no trabalho de
Marquardt e Werringloer [1965], ja anteriormente citado a propésito do uso de métodos biolégicos
para a determinagio da histamina. Como alternativa a esse tipo de processos, os autores
desenvolveram um método que consistia na extracgio do composto por passagem da amostra através
de uma coluna de troca catiénica (Permutit-Folin), separa¢do em placa de gel de silica com um
sistema bidimensional de elui¢do [mistura de propanol-aménia a 37 % (67:33) seguida de mistura

propanol-dgua (64:36)] e revelagdo por ninidrina.

Desenvolvimentos deste método foram feitos posteriormente por Pupputi e Suomalainen
[1969], que usaram celulose como fase estaciondria, e por e Pause [1973b] que, usando o mesmo
sistema cromatografico, antecedido por um processo extractivo com éter etilico e butanol,
conseguiram fazer a determinagiio semi-quantitativa de 9 aminas, ndo incluindo contudo a histamina
por nio ser extraida com o sistema de solventes usado. Zappavigna e al [1974], Cerutd [1975] e
Tricard e Sudraud [1982a,b,c] realgaram as vantagens do uso como revelador do "reagente de Pauly”
(icido sulfanilico diazotado) para a determinagdo da histamina, mantendo a ninidrina como revelador
de elei¢iio para as restantes aminas. A extracgio das aminas com n-butanol em meio alcalino seguida

da sua separacio com gel de silica e um sistema monodimensional de eluentes permitiu aos ultimos
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autores a determinagio em vinhos de 5 aminas (histamina, tiramina, etanolamina, 2-feniletilamina e

putrescina).

A separagdo por cromatografia em camada fina das aminas previamente derivatizadas com
cloreto de dansilo foi proposta por Addeo ¢ Malorni [1974]. Usando uma lampada de UV a 366 nm
para a revelagio das placas de gel de silica usadas para a separagio, aqueles autores conseguiram
identificar a presen¢a em vinhos de etilamina, butilamina, amilamina, 2-feniletilamina e pirrolidina
(provavelmente de forma errada no caso da butilamina e da amilamina, cuja presenga nos vinhos é

insignificante segundo a generalidade dos autores).

Todos estes métodos caracterizavam-se por setem muito morosos e permitirem apenas a
determinagio semi-quantitativa dos compostos. Cerutti [1975], p. ex., refere tempos de eluicio de 6 e

8 horas para a andlise bidimensional em placas de celulose e de gel de silica, respectivamente.

O desenvolvimento entretanto verificado na qualidade das placas cromatograficas
cometcializadas foi aproveitado, entre outros, pelo grupo de Cerutti e colaboradores. Estes autores
desenvolveram um método de cromatografia em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC) baseado na
extracgio das aminas por acgao de uma resina de troca catinica, separagio em placa de celulose por
acgdo de uma mistura eluente contendo butanol, dcido acético, 4gua e piridina (15:3:5:2) e revelacio
com ninidrina [Cerutti e a/, 1986]. O método permitiu a analise quantitativa de 5 aminas (histamina,
tiramina, 2-feniletilamina, putrescina e cadaverina) com um limite de quantificagio de 0,2 mg/L,
tendo sido posteriormente aplicado em vétios trabalhos do mesmo grupo [Cerutd ez al, 1987, 1991;

Vechio ez 4/, 1989].

A proposta mais recente neste campo foi a de Sherma ef a/ [1991], que propuseram um
método simples e rdpido para a determinagio de histamina por HPTLC. Porém, o limite de

quantificagio obtido — 20 mg/L — ¢é demasiado elevado para permitir o seu uso cottente.

2.4.2. Cromatografia de troca-Iénica. Uso de auto-analisadores

As primeiras aplicagdes de sistemas de cromatografia liquida associados a detectores
espectrofotométricos  corresponderam ao uso dos aparelhos automatizados, habitualmente

designados por auto-analisadores, usados para a analise de aminoacidos, de acordo com a proposta
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original de Vandekerckhove e Henderickx [1973]. Nesse tipo de sistemas a separagio cromatogtafica
é conseguida pelo uso de colunas de troca i6nica, normalmente termostatizadas a temperaturas da
ordem dos 65 °C; como fase mdvel sdo usadas, sucessivamente, diversas solugcdes aquosas,
tamponadas a diferentes valores de pH. No final da separa¢do cromatogrifica, os compostos sio
sujeitos a um processo de derivatizagio pods-coluna com ninidrina (mantida num  banho

termostatizado a 80-85 °C) e detectados colotimetricamente a 570 nm.

A primeira adaptagio de um sistema deste tipo para a analise de aminas em vinhos foi feita
por Mack [1973] que o usou para a determinagio de histamina em amostras previamente purificadas
por meio de uma coluna de troca catiénica. A metodologia foi mais tarde desenvolvida por Woidich ez
al. [1980], que fizeram a determinagdo simultinea de histamina, tiramina, 2-feniletilamina, putrescina,
cadaverina ¢ espermina, e por Zee ¢ al. [1981], que determinaram histamina, tiramina, putrescina,

cadaverina e agmatina, tendo em ambos os casos sido dispensada a etapa prévia de purificagio.

O uso deste tipo de sistema, embora constituindo um enorme avango pata a €poca,
apresentava bastantes limitagSes, essencialmente na deficiente separagio de algumas das aminas
biogénicas em relagio a substincias interferentes presentes nas amostras e no facto de a anilise ser
extremamente demorada; em regra, cada cromatograma demorava entre 120 e 150 minutos, de forma
a permitir a prévia elui¢io dos aminodcidos, e a isso juntava-se um processo de regeneragio da resina

usada como fase estacionéria, que demorava mais 150 minutos.

Os tltimos desenvolvimentos no uso dos auto-analisadores foram feitos por Sayem-El-Daher
et al. [1983] — que usando um gradiente de tampdes de pH 5,6 a pH 12,7, conseguiram a separagio de
14 aminas em amostras de carnes, de queijos e de vinhos — por Pfeiffer es al [1986] — que
conseguiram melhorar a qualidade dos resultados obtidos pelo grupo de Zee, usando um gradiente de
temperatura de 62,5 °C até 79,5 °C — e por Mueller-Seitz e Reimerdes [1988] — que conseguiram
reduzir o limite de detecgio para a maioria das aminas numa magnitude de cerca de dez vezes (de
valores da ordem de 1 mg/I. habitualmente referidos para valores da ordem de 0,1 mg/L), fazendo
uma pré-concentragio das amostras, sob vicuo, e usando um sistema de tampdes citrato para a

eluigdo.

O desenvolvimento dos modernos sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), entretanto verificado, nomeadamente com novos sistemas de propulsio da fase mével,
colunas mais eficientes e detectores mais sensiveis acabou por destronar este tipo de metodologias,

que passatam a ter um uso meramente residual.
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2.4.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Como ji referimos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) constitui actualmente a
técnica de elei¢io para a determinagio das aminas biogénicas nos vinhos e nas diversas matrizes
alimentares. A técnica tem sido exaustivamente explorada pelos difetentes autores, nas suas diversas
vertentes, pelo que nio ¢ de estranhar o elevado nimero de diferentes metodologias propostas. Ponto
comum 2 quase totalidade dessas propostas é o recurso a reagentes detivatizantes, de forma a
melhorar os niveis de separagdo obtidos e, fundamentalmente, de modo a possibilitar a detecgio dos
compostos com a sensibilidade necessiria aos teores em que geralmente se encontram. Para além
disso ¢ grande a diversidade das metodologias desenvolvidas. Assim, estdo referidos processos de
derivatizagdo pré-coluna, na-coluna e pés-coluna, aplicados directamente sobre a amostra ou apés
processos de extracgio/purificagio mais ou menos complexos, e fazendo uso de diferentes tipos de
colunas cromatogrificas e de fases méveis com uma composigio bastante diversificada, incluindo o
uso de agentes de pat-idnico. Para a detecgiio dos derivados formados estio desctitos diferentes tipos

de detector, com predominincia para o uso de detectores de fluorescéncia.

Tratando-se, na sua quase totalidade, de métodos baseados na accio de um reagente
derivatizante, pareceu-nos que a melhor forma de fazer a sua classificagio seria aquela que privilegia o
reagente derivatizante utilizado, sendo nesta perspectiva que serd feita, em seguida, a respectiva

analise.

2.4.3.1. Agentes detivatizantes

Os agentes derivatizantes mais usados caracterizam-se pela sua capacidade de reagir com as
aminas com formagio de derivados fluorescentes. Dessa forma torna-se possivel a obten¢do de uma
grande selectividade na analise acompanhada de niveis muito elevados de sensibilidade. Alguns dos
derivados formados, contudo, sdo passiveis de ser detectados por espectrofotometria de UV /VIS ou
por intermédio de detectores electroquimicos, o que é aproveitado por alguns autotes. Existem
diversas substincias que podem ser usadas como reagentes derivatizantes, cada uma com

caracteristicas especificas. Iremos fazer referéncia as mais utilizadas.
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2.4.3.1.1. Ortoftaldialdeido (OPA)

O ortoftaldialdeido (OPA) constitui o reagente mais usado neste tipo de andlise. Trata-se de
um composto que nio apresenta propriedades fluorescentes intrinsecas, ji referido anteriormente
pela sua utilidade na determinagio da histamina, com a qual reage dando origem a um derivado

altamente fluorescente.

O grande impulso para o uso generalizado do OPA como agente fluorogénico foi dado pelo
trabalho de Roth [1971] que demonsttou que na presenga de um tiol com caricter nucleofilico
(usualmente o mercaptoetanol) a formagio de derivados fluorescentes era extensivel a generalidade
dos compostos que contém fungdes aminas primarias, aminodcidos incluidos. Os produtos de
condensagio formados apresentam a estrutura de 1-alquiltio-2-alquilisoindéis, como se pode observar

no esquema da Figura 4.2.

H S-CH2-CHo-OH
¢=0 H,N-CH-Rs HS-CH:CH»-OH _—
! — N—CH-R; + 2H:0
_ Rs = |
C=0 Ry
H

Figura 4.2. Reacgio de derivatizagdo de aminas primdrias por acg¢do do ortofataldialdeido (OPA) na presenga de
mercaptoetanol,

A reacgio tem lugar a pH medianamente alcalino (9-11), usando-se habitualmente um tampio
de boratos para a sua fixagio. Se a concentragio do agente derivatizante for 2 a 3 ordens de grandeza
maior do que a do composto aminado, a reac¢io completa-se em 1-2 minutos a temperatura

ambiente [Seiler, 1993].

O relativo éxito das primeiras experiéncias de separagio por HPLC dos derivados formados a

partir de aminas e de aminodcidos pela acgiio conjunta do OPA e do mercaptoetanol, levou a que o
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seu uso depressa se popularizasse, devido a rapidez e simplicidade com que o processo de
derivatizagio se realiza e também a intensa fluorescéncia apresentada pelos derivados obtidos, o que

permite atingir niveis de sensibilidade aprecidveis.

No capitulo da anilise de aminas biogénicas em vinhos, a primeira referéncia ao uso do par
OPA/mercaptoetanol corresponde ao trabalho de Droz e Tanner [1983], que transpuseram para a
andlise de aminas biogénicas em vinhos a metodologia proposta por Umagat ef 4/ [1982] para a
determinagio quantitativa de aminoacidos. Com ligeiras variagdes, o processo foi rapidamente
adoptado por virios outros autores [Buteau ez a/, 1984a; Cilliers e V. Wyk, 1985; Mayer e Pause, 1984;
Ough ez al, 1987].

A maior contrariedade apresentada pelo uso do OPA reside no facto, desde cedo referido
pela generalidade dos autores, de muitos dos detrivados formados apresentarem uma reduzida
estabilidade, com as naturais consequéncias que isso acatreta para a qualidade dos resultados obtidos.
Essa instabilidade levou a0 desenvolvimento de sistemas automatizados para a derivatizagio/ injecgio
da amostra, que permitem a fixagio com rigor do espago de tempo que medeia entre a formagio dos
derivados e a sua introducio no sistema cromatografico [Busto e a/, 1995a,b; Lehtonen e 4/, 1992;
Monteiro e Bertrand, 1994; Petridis e Steinhart, 1995]. Na auséncia desse tipo de sistemas, a metodologia de
trabalho apresenta, obviamente, um grande inconveniente, que consiste na impossibilidade de
derivatizar em simultineo uma série de amostras, sendo necessiria a presenga permanente do analista

para ir procedendo 2 detivatizagio das amostras a0 ritmo imposto pelo aparelho de HPLC.

Para ultrapassar o problema causado pela instabilidade dos derivados, Busto ¢t a/. [1997Db]
propuseram um método de detivatizagio na-coluna, usando para o efeito um sistema de solventes
ternario, um dos quais constituido por uma solugio tamponada do proprio reagente detivatizante
(OPA/N-acetilcisteina) usada apenas durante os primeiros 11 minutos de anélise. Os resultados
obtidos foram prometedores mas terio de ser resolvidos os problemas causados pelas distor¢des
observadas na linha de base, em resultado da presenca do excesso de derivatizante na prépria fase

moével.

Outra forma de evitar a degradagio dos derivados formados consiste em efectuar a reacgdo
de derivatizagio somente apés a separacio cromatogrifica dos compostos — derivatizacio
pos-coluna — processo que implica o uso de equipamento adicional apropriado. O maior

inconveniente neste tipo de abordagem consiste no mau comportamento cromatografico de alguns
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dos compostos, originado pelo seu cardcter polar, o que leva a dificuldades acrescidas na sua

separagio.

A aplicagio deste processo a vinhos foi usada num ensaio interlaboratorial realizado por
laboratérios oficiais holandeses para a determinagio de uma tnica amina, a histamina, em amostras de
vinho branco [Beljaars ¢ a/, 1998]. Segundo os autores, nas condi¢des ensaiadas, o método permititia
a determinacio simultinea de histamina e de tiramina, mas nio de putrescina e de cadaverina, em

virtude de ndo possibilitar a resolugio cromatografica dos respectivos picos.

Alguns autores tém tentado ultrapassar o problema inerente aos métodos de derivatizagio
pos-coluna, ou seja, a mé resolugio cromatogréfica das aminas, procedendo a processos de separagio
de par-ionico. A sua abordagem sera feita um pouco adiante, quando nos refetirmos a esse tipo de

processos.

Regra geral, a separagio cromatogrifica dos derivados isoindélicos obtidos pela ac¢io do
OPA sobre as aminas é feita em colunas de fase reversa com enchimento em Cis, com uso de um
sistema binirio de eluentes, incluindo uma fase aquosa tamponada a pH perto da neutralidade
(5,9-7,0) e um solvente orginico, em regra o metanol ou o acetonitrilo. Busto ez /. [1997b] usaram
uma coluna com suporte polimérico capaz de suportar o pH alcalino necessirio para o processo de

derivatiza¢do na-coluna.

A separagio dos diversos derivados formados apresenta, normalmente, alguns problemas,
especialmente quando a derivatizagio ¢é feita directamente na amostra sem qualquer etapa prévia de
extracgiio/purificagio, como é o caso das propostas de Buteau ef a/. [1984a], Crespo e Lasa [1994],
Lehtonen ez a/. [1992], Mafra et al. [1999], Monteiro e Bertrand [1994], Soleas ef a/. [1999] e Tricard e/
al, [1991]. Os principais interferentes sio os amino4cidos, alguns dos quais presentes nos vinhos em
quantidades bem superiores 4 das aminas e que, na sua grande maioria, reagem facilmente com o

OPA dando também lugar 4 formagio de derivados fluorescentes.

Alguns autores ultrapassam o problema, optimizando a metodologia para a determinagio de
um nimero reduzido de aminas, como Cilliers e V. Wyk [1985], que apenas determinaram teotes de
histamina e de titamina. Diversas tentativas no sentido de melhorar essa separagio tém, contudo, sido
ensaiadas. Assim, o tetrahidrofurano é usado como modificador orginico por muitos autores [Achili

et al., 1994; Busto ef al, 1995a e 1997b; Crespo e Lasa, 1994; Ough ez a/, 1987, Soleas ¢ al, 1999,
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Tarrach, 1995], e o 2-octanol é usado por Monteiro e Bertrand [1994] e por Tricard ef a/ [1991].
Busto e al [1995a] usaram adicionalmente trietanolamina, mas os mesmos autores em trabalho
posterior afirmam que o seu uso deve ser evitado pois leva a uma redugio do tempo de vida da
coluna cromatogrifica [Busto ¢ al, 1996b]. A termostatizagio da coluna cromatogrifica a
temperaturas superiores a temperatura ambiente (37-40 °C) é também usada com o mesmo intuito
por varios autores [Achili ez 2/, 1994, Busto ez al, 1997b, Pfeiffer, 1996], sendo num dos casos mesmo

a separagdo feita a uma temperatura invulgarmente elevada, 60 °C [Busto e al, 1995a].

Ainda com o mesmo objectivo, de melhorar a separagio cromatogrifica dos derivados
correspondentes as diversas aminas biogénicas, Buteau ef a/ [1984a] propuseram a extraccio dos
derivados formados com acetato de etilo, promovendo dessa forma a rejeicio dos derivados
correspondentes aos aminodcidos, que por serem mais polares nio sdo extraidos por aquele solvente.
Busto ef al. [1996a] sio de opinido que essa extracgio leva a perdas significativas dos derivados de
algumas aminas, nio s6 por o rendimento do processo extractivo ser incompleto para alguns dos

compostos, mas, principalmente, devido a reduzida estabilidade de alguns deles.

Uma caractetistica associada ao uso do OPA como agente derivatizante reside no facto de o
composto apenas reagir com aminas primdrias, o que impede a andlise de algumas aminas importantes
nos vinhos como a dimetilamina, a pirrolidina e as poliaminas, espermina e espermidina. Este facto
pode, contudo, funcionar como uma vantagem em relagdo a outros derivatizantes, pela maior

selectividade conseguida.

Embora estejam bem caracterizados os produtos resultantes da reaccio do OPA com as
diversas aminas na presenca de mercaptoetanol, a accio do reagente parece ser fortemente
dependente de factores relacionados com a estrutura dos compostos aminados. A histamina, p. ex.,
néo requer a presenga de mercaptoetanol para dar origem a um detrivado fluorescente; pelo contririo,
na presenga daquele tiol o produto resultante apresenta menor intensidade fluorescente [Allenmark ez
al, 1985]. Este facto foi aproveitado por Tarrach [1995] que desenvolveu um método altamente
selectivo para a determinagdo de histamina em vinhos, baseado na uso de OPA sem adigio de

mercaptoetanol.

A detecgio dos detivados formados pela reaccio do OPA com as aminas presentes no vinho
€ usualmente feita por meio de um detector de fluorescéncia, embora também possam ser usados

detectores electroquimicos. Os comprimentos de onda usados para a excitagdo e para a emissdo sio,
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regra geral, na zona de 330-360 nm e de 440-460 nm, respectivamente. Lehtonen ef a/ [1992] usaram
um comprimento de onda para a excitagio mais baixo (230 nm), logo menos especifico, mas de maior
intensidade. Crespo e Lasa [1994] e Soleas ef 4/ [1999] usaram como comprimento de onda para a

emissio 420 nm, aparentemente com bons resultados em termos de selectividade.

Excepcionalmente, Achili ez 2/ [1995] usaram um detector coulombimétrico para a detecgio
dos derivados resultantes da accio do OPA sobre as aminas. O método desenvolvido revelou
caracteristicas excepcionais de selectividade, pelo recurso as capacidades selectivas do proprio
detector, que permite a obtengio de um cromatograma diferente por cada um dos 16 eléctrodos
usados. Os valores obtidos para as 3 amostras de vinho analisadas (1 vinho branco, 1 vinho tinto com
6 anos e um vinho do Porto envelhecido) foram, porém, particularmente elevados para alguns dos
compostos estudados, quando comparados com valores da restante literatura, o que nos leva a
colocar algumas reticéncias quanto 4 sua exactiddo. (p. ex.: putrescina: 162, 18 e 7 mg/L; histamina:

42,10 e 12 mg/L, respectivamente).

Finalmente, é de referir uma tltima desvantagem do uso do OPA /mercaptoetanol como
reagente derivatizante, relacionada com o odor muito intenso e francamente desagradavel
caracteristico do mercaptoetanol, o que aliado ao facto de se tratar de um composto tdxico por
inalaciio obriga a cuidados redobrados no seu manuseamento. Como exemplo deste facto, refira-se
que na metodologia proposta por Busto e a/. [1997b] baseada na derivatizagio na-coluna das aminas
em estudo, anteriormente referida, o uso de N-acetilcisteina em substituicio do mercaptoetanol
deveu-se exclusivamente a impossibilidade de usar o composto nas condi¢des exigidas, ou seja, como

um dos componentes da fase mobvel.

2.4.3.1.2. Cloretos de sulfonilo

Os cloretos de sulfonilo (cloretos de 4cidos sulfénicos) constituem um grupo de
compostos com caracteristicas electrofilicas bastante usado em quimica analitica pela sua capacidade
de reagir facilmente com aminas primarias e secundarias. As sulfonamidas resultantes sdo, regra geral,

estiveis e bastante resistentes a hidrdlise [Sternson, 1981}
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O principal uso destes reagentes reside na conversio das aminas em produtos fluorescentes,
sendo essa fluorescéncia origindria da por¢do orginica da molécula. O mais conhecido é o cloreto de
dansilo (cloreto de 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo), amplamente usado desde a década de 60 no
estudo das proteinas, pelas suas propriedades de tornar fluorescentes moléculas proteicas e peptidicas,
por reac¢ao com a porgio terminal aminada [Seiler, 1993]. Alguns dos derivados formados

apresentam igualmente boas caracteristicas de absor¢io na zona do UV.

O cloreto de dansilo reage com aminas primérias e secundarias, a pH medianamente alcalino
(9,5-10), de acordo com a reacgio esquematizada da Figura 4.3. Os detivados formados sio em regra
estaveis, embora em meio alcalino possa haver hidrolise de alguns deles, o que é particularmente

evidente no caso da histamina [Seiler, 1993].

CHj CH;
C@ CH3

/
\
\

R
Vs
2

/
SO:Cl1 SO:—N Q
Re

+ HN

+ HCl

Figura 4.3. Reacgio de derivatizagdo de aminas primarias e secunddrias por acgio do cloreto de dansilo

O uso de cloreto de dansilo na quantificagio de aminas biogénicas em vinhos foi proposto
num trabalho pioneiro de Battaglia ¢ Frélich [1978] dedicado 4 determinacio da histamina, logo em

seguida adaptado para a determinagdio simultdnea de outras aminas de interesse [Frolich e Battaglia,

1980].

Apesar de alguns desenvolvimentos posteriores feitos por diversos autores, os métodos
baseados no uso de cloreto de dansilo apresentam, potém, virias contrariedades, que tém levado a
que a sua utilizagio seja cada vez mais restrita. O principal problema reside na capacidade do

composto reagir, embora de forma mais lenta do que reage com aminas, com compostos que
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possuam fungdes fendlicas e mesmo alcodlicas; este facto leva 2 presenca de indmeros picos
adicionais nos cromatogramas obtidos a partir de vinhos, ricos, como é sabido, em polifendis e em

alcodis alifaticos e, nalguns casos, em aguicares.

Esta desvantagem do cloreto de dansilo foi realcada por Buteau ef al [1984b], que se
decidiram pela ndo utilizagdo do composto devido a impossibilidade de separar satisfatoriamente mais
do que trés aminas (histamina, putrescina e tiramina), com o sistema cromatografico usado. Alguns
autores tentaram resolver o problema recorrendo ndo s6 a uma etapa prévia de purificagdo da
amostra como ainda 4 extraccio dos detivados uma vez finalizada a reac¢iio de derivatizagio. Assim,
Vechio e al. [1989] e Tbe ez al. [1991] fizeram a extracgdo prévia das aminas através da passagem por
uma coluna de troca catiénica, e usaram processos de extrac¢io liquido-liquido para a extracgdo dos
derivados formados do meio reaccional usado; no primeiro caso foi usado éter etilico como agente
extractor, a que se seguiu a evaporagio do solvente 4 secura e a redissolucio do residuo com
acetonitrilo; no segundo caso o solvente usado para a extracgio dos detivados foi o tolueno. Os
melhores resultados foram os alcangados pelos autotes japoneses [Ibe et al., 1991], que conseguiram a
separagio ¢ quantificagio de 16 aminas biogénicas, usando para o efeito duas determinagdes para
cada amostra, uma numa coluna de Cis, com a qual nio era possivel a resolugdo dos pares
2-feniletilamina / isoamilamina e do par pirrolidina / isobutilamina e outra numa coluna de Cs,
incapaz de separar convenientemente 0s picos respeitantes 4 butilamina, a isobutilamina e a

triptamina em relagdo a impurezas presentes na amostra.

Bons resultados, também, foram reclamados pelo grupo do Professor Battaglia, naquela que
constitui, até 20 momento, a sua ultima proposta baseada no uso de cloreto de dansilo [Etter e al.,
1990]. Para além do uso de um processo prévio de extracgdo com uma mistura de acetonitrilo e dcido
perclérico 0,2 N (1:1) e de um processo de extracgio dos derivados formados com acetato de etilo
(seguido de evaporagio 4 secura e redissolugio em acetonitrilo), o método caracteriza-se pelo uso de
dois detectores montados em série (UV + Fluorimetro), tendo possibilitado a quantificagdo de nove
das principais aminas presentes em vinhos, revelando os cromatogramas apresentados uma boa
resolucio de todos os compostos. O uso dos dois detectores permitiu uma maior margem de
seguranca na correcta quantificagio dos compostos quando presentes em baixos teores e, além disso,
permitiu baixar significativamente o limite de detecgdo obtido para algumas aminas (o derivado da
histamina, p. ex., apresenta muito maior sensibilidade com o detector de UV a 254 nm do que com o

detector de fluorescéncia). Ainda assim, o maior inconveniente do método, consiste nos limites de
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detecgdo obtidos, relativamente elevados face a outros métodos, da ordem dos 500 pg/L para cada

uma das aminas estudadas.

Busto e al [1994], por seu lado, propuseram o tratamento prévio da amostra com
polivinilpirrolidona, de forma a eliminar os polifendis, e o uso de colunas de extrac¢io em fase sélida
com enchimento em Cis, para a extrac¢io dos derivados correspondentes as aminas, sendo a eluicio
dos mesmos feita com acetonitrilo. A detecgdo foi feita por UV a 250 nm, mas os resultados obtidos
ndo foram satisfat6rios, o que levou os autores a posteriormente optarem pelo desenvolvimento de
outros métodos de detivatizagio. O facto de a reacgio ser relativamente lenta (cerca de 1 hora) e,
logo, ndo permitir uma ficil automatizagio do processo é um outro factor que leva a relegar o cloreto

de dansilo para segundo plano [Busto ef a/, 1996a].

Melhores caracteristicas parece apresentar um composto anilogo, o cloreto de dabsilo
(cloreto de diaminobenzenosulfonilo), introduzido hi alguns anos atris como reagente de
derivatizagdo para a anilise de aminodcidos [Lin e Chang, 1975] ¢ de aminas [Lin e Lai, 1980]. O
Compostos reage com aminas primdrias e secundirias, de acordo com o esquema da Figura 4.4, dando
origem 4 formagio de derivados estiveis e que absorvem na zona do visivel (436-460 nm) com

grande especificidade e sensibilidade.

O uso do cloreto de dabsilo como reagente derivatizante para a determinacio de aminas
biogénicas em diversos tipos de alimentos, incluindo vinhos, foi proposto pelo grupo de Bockhardt

[Bockhardt ez 4/, 1995; Bockhardt e 4/ 1996; Krause e al, 1995].

No ultimo destes trabalhos, os referidos autores conseguiram a determinacio simultinea de
19 aminas (doze das quais de interesse nos vinhos), reclamando para o método desenvolvido boas
caracteristicas de linearidade e reprodutibilidade para a quase totalidade das aminas e uma
sensibilidade satisfatéria [Bockhardt e a/, 1996]. Para o efeito, usaram um método automatizado para
a reac¢do de derivatizagdo — efectuada a 70 °C, durante 15 minutos, sobre uma aliquota da amostra
previamente acidificada e ultra-centrifugada (para remogio do material proteico) — e uma fase mével
que inclufa o éter fere-metilbutilico como modificador orginico (ndo utilizado nos dois trabalhos
anteriores acima referidos) o qual se mostrou essencial em vérios aspectos: permitiu eliminar a
interferéncia dos aminoécidos, que nas condi¢des usadas sio eluidos durante os primeiros cinco
minutos de cromatograma, antes de qualquer das aminas de interesse; permitiu a detecgdo dos

derivados mais hidréfobos, nomeadamente os correspondentes as poliaminas, espermina e
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espermidina, que anteriormente nio eram detectados por dificuldades na eluicio; permitiu, pot
dltimo, uma diminuicio acentuada da duragio do processo cromatografico. Nas condi¢bes usadas,
contudo, nio foi possivel promover a separagao de alguns pares de aminas, incluindo algumas de
interesse nos vinhos, como a pirrolidina e a agmatina. Por outro lado, os autores nao apresentaram
quaisquer resultados referentes 20s teores de aminas encontrados nas amostras analisadas, ndo
petmitindo, assim, uma avaliagio do método baseada numa comparagio com os valores encontrados

na literatura.
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Figura 4.4. Reacgio de derivatizagio de aminas primérias e secundérias por acgio do cloreto de dabsilo

Os dltimos desenvolvimentos deste método devem-se a um grupo de investigadores
espanhdis, que publicaram recentemente dois artigos dedicados 4 optimizagio das condi¢des de
derivatizagio para amostras de vinhos [Romero ¢z al, 2001] e 4 optimizagdo dos diversos parimetros
envolvidos no processo de separagio cromatogrifica [Romero ¢f af, 2000]. Sinteticamente, podemos
referir que os autores limitaram o seu trabalho & determinagio de apenas 8 aminas de interesse nos
vinhos - putrescina, cadaverina, espermina, espermidina, histamina, tiramina, 2-feniletilamina e
triptamina — tendo as principais opgdes consistido no uso de dimetilformamida e de trietilamina
como modificadores orginicos da fase mével (juntamente com o éter terc-metilbutilico proposto pelo

grupo de Bockardt) e na termostatizagio da coluna de Cig usada a 40 °C.
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Tendo em atengdo os bons resultados apresentados pelos autores nos ensaios de validacio
efectuados, os teores obtidos na aplicagio do método a 6 amostras de vinho - concordantes com os
valores usualmente descritos na literatura, com excepgio dos relativos a 2-feniletilamina, que os
autores nao encontraram em qualquer das amostras — e a qualidade dos cromatogramas apresentados
— também verificada nos trabalhos do grupo de Bockardt — parece-nos que esta metodologia
representara provavelmente a melhor das opgdes actualmente propostas para a determinacio deste

tipo de compostos em vinhos por HPLC.

2.4.3.1.3. Cloretos de carbonilo (cloroformatos)

Os cloretos de 4cidos carboxilicos ou cloretos de carbonilo constituem outro grupo de
reagentes propostos como alternativa para a introdugio de um grupo fluorogénico nas aminas
biogénicas previamente i sua andlise por cromatografia liquida. De entre eles destacam-se os
cloroformatos (cloretos do acido férmico), compostos altamente reactivos na presenca de aminas
primirias e secunddrias, também usados na derivatizagio de aminas para a sua andlise por

cromatograﬁa gasosa‘.

Nos ultimos anos, diferentes cloroformatos caracterizados por conterem na sua estrutura um
grupo fluorogénico tém sido ensaiados para a derivatizagio de compostos aminados, incluindo os
aminodcidos. De todos, o mais conhecido é o cloroformato de 9-fluorenilmetilo, habitualmente
designado por FMOC. Trata-se de um reagente introduzido na quimica laboratorial por Carpino e
Yan [1972], com fins de protecgdo de grupos amina em processos de sintese peptidica, cuja utilidade

para fins analiticos foi demonstrada alguns anos mais tarde por Moye e Boning [1979].

A reacgio do FMOC com compostos aminados ocorre quase instantaneamente, a um pH
ligeiramente alcalino (8,5-9), de acordo com o esquema da Figura 4.5. Os derivados obtidos
caracterizam-se pela sua boa estabilidade, facto que associado 4 rapidez com que a reaccio se
desenvolve permite a facil automatizagio do processo [Kirschbaum, 1994a,b]. Porém, apresentam
maximos de excitacio e de emissio a comprimentos de onda relativamente baixos, 266 ¢ 310 nm,

respectivamente, 0 que constitui uma desvantagem.

* ? . - ’ . . ’ ,yr . . T
O Capitulo 6 desta dissertagiio é dedicado ao desenvolvimento de um método de GC-MS para a andlise de aminas biogénicas em
vinhos baseado no uso de um composto deste tipo, o cloroformato de isobutilo, como agente derivatizante.
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Figura 4.5. Reacgdo de derivatizagio de aminas primarias e secundarias por ac¢do do cloroformato de 9-
fluorenilmetilo (FMOC).

Segundo Bartdk ef al. [1992], que desenvolveram um método automatizado para a analise de
di e poliaminas em tecidos vegetais, 0 FMOC retne as vantagens habitualmente reconhecidas ao
OPA e a0 cloreto de dansilo sem as respectivas contrariedades, ou seja, reage rapida e
quantitativamente com aminas ptimdrias e secundirias dando origem a derivados estiveis ¢
intensamente fluorescentes. Qutros autores, porém, referem que o composto nio € viavel para a
analise de matrizes complexas, como ¢ o caso dos vinhos, pois a reacgdo com algumas aminas di
origem a multiplos derivados para a mesma amina, impossibilitando assim ndo s6 a sua correcta

quantificagio como a cotrecta separagio de outros compostos [Busto ez a4 1996a].

A primeira referéncia ao uso do FMOC na determinagio de aminas biogénicas em vinhos
deve-se a Pfeiffer e Radler [1992] que usaram o composto, com aparente sucesso, na quantificagao
individual de etanolamina. Segundo os autores, a correcta resolugio cromatogrifica daquela amina s6
é conseguida ap6s um processo de purificagio da amostra por passagem por coluna de troca catiénica
(SCX); de outra forma, é prejudicada pela co-eluigdo dos aminoicidos prolina e metionina, em

especial do primeiro, habitualmente presente nas amostras em grande quantidade.

Mais recentemente, Bauza e 4l [1995] desenvolveram um método baseado numa
derivatizacio com aquele reagente, optimizado no sentido de permitir a quantificagio da espermina e
espermidina, poliaminas sobre as quais 0s resultados existentes sio mais escassos em virtude de nio
serem analisadas quando o OPA ¢é usado como agente derivatizante. Segundo estes autores, a

detivatizacio daquelas poliaminas implica o uso de um excesso de reagente que leva a uma
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diminuigio da eficiéncia da reacgio com outras aminas de interesse. Para minorar esse problema e,
também, para permitir uma melhor resolu¢do cromatogrifica dos derivados formados, o excesso de
reagente foi eliminado pela adi¢do de uma solugdo de amoniaco 0,5 M, imediatamente apés o final da
teacgdo, cujo tempo foi fixado em trés minutos. Embora ndo sejam referidos pelos autores os
problemas atris referidos sobre a formagio de mais do que um derivado a partir da mesma amina, o
cromatograma apresentado no seu trabalho, referente a uma amostra de vinho adicionada de
quantidades conhecidas de nove aminas biogénicas e de quatro aminoécidos (4 a 6 mg/L cada), revela
muitos problemas de separagdo. Esses problemas sio particularmente evidentes no caso da
cadaverina cujo pico se funde parcialmente com o pico de titosina, e no caso da agmatina, da
histamina e da tiramina, cuja separagio é prejudicada pela presenga de compostos interferentes nio

identificados.

Idénticos problemas tinham sido referidos por Kirschbaum e o/ [1994ab], apds
desenvolverem um método semelhante para a determinacio simultinea de aminas biogénicas e
aminodcidos, residindo a principal diferenga no uso de uma solugiio de heptilamina para a eliminagio
do excesso de reagente. Numa tentativa de ultrapassar esses mesmos problemas de resolugio, estes
autores propusetam posteriormente o uso de dois outros clotoformatos, com diferentes
caractetisticas. No primeiro caso [Kirschbaum ef a/, 1997], usaram o cloroformato de 2-naftilo
(NOC-Cl), o qual proporcionou uma melhor resolu¢io dos picos correspondentes a histamina, a
putrescina e 2 cadaverina do que a obtida quando se usa FMOC como derivatizante; os limites de
detecgio obtidos foram, porém, mais elevados, especialmente no caso da histamina, cujo derivado
apresentou uma intensidade fluorescente cerca de dez vezes inferior 4 dos restantes. Mais
recentemente, 0s mesmos autores propuseram o uso do cloroformato de p-nitrobenzilo (PNZ-Cl), o
qual da origem a formagio de derivados passiveis de serem detectados com boa sensibilidade por
espectrofotometria de UV, a 265 nm [Kirschbaum e 4/, 1999]. Os resultados obtidos foram
sensivelmente idénticos aos do processo anterior, com a vantagem de, neste caso, ser possivel a
quantificagdo de triptamina e de serotonina. A grande desvantagem deste dltimo método reside no
aparecimento nos cromatogramas de um intenso pico cotrespondente ao derivado formado a partir
da glicina, usada para eliminar o excesso de reagente derivatizante. Adicionalmente verificou-se a
formagio de 2 derivados diferentes para a histamina e a presenga de varios picos ndo identificados,

provavelmente correspondentes a produtos de hidrélise do reagente.
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2.4.3.1.4. Fluorescamina

A fluorescamina (4-fenilspiro[2(3H)-furan-1'-ftalan]-3,3"-diona) € um reagente nio
fluorescente capaz de reagir facilmente com compostos com grupos funcionais nucleofilicos (aminas
primérias e secundrias, alcoois, etc.). O seu maior interesse reside no facto de dar origem a derivados
fluorescentes a partir de aminas primdrias, podendo considerar-se selectivo para estas sempre que a
detecgdo seja feita por meio de um detector fluorimétrico. A reacgio da fluorescamina com uma
amina primaria estd esquematizada na Figura 4.6, correspondendo a formagio de um produto
intermediario por adi¢io da amina a dupla ligagio do composto, a que se segue um rearranjo com
formagio do composto fluorescente. A reacgio tem lugar quase instantaneamente, a temperatura
ambiente, 2 um pH de 8-9, geralmente na presenga de acetona, sendo os derivados formados estiveis

no meio reaccional.

Figura 4.6. Reacgio de derivatizagdo de aminas primarias por acgdo da fluorescamina

O composto foi usado por Colagrande ez al [1983] para a determinagio de histamina e por
Ingles ef al. [1985] para a determinagio de histamina, tiramina e 2-feniletilamina. Em ambos os casos,
o processo de detivatizagio usado foi o originalmente proposto por Udenfriend e a/ [1972], que
corresponde geneticamente 2 adigio de volumes iguais (0,5 ou 1,0 ml) de uma solucdo aquosa
contendo as aminas, de uma solugdo tampdo de fosfatos e de uma solugdo de fluorescamina em
acetona a 0,5 ou 1 g/L. Colagrande ef a/. [1983] usaram, aparentemente com bom resultado, um

processo de par-iénico para a separagio cromatografica fazendo uso do ido tetrabutilaménio, tendo a
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detecgdo sido feita a 390 nm (A Exc.) e 475 nm (A Em.). Ingles ez 4/ [1985] nio ddo referéncias acerca
do processo cromatogrifico usado, mas referem, entretanto, ter usado os mesmos derivados para a
confirmagio da identidade dos compostos estudados pela técnica de espectrometria de massa -

- desorpcio de campo (FD-MS).

Buteau ¢ @/ [1984b] fizeram um estudo comparativo do uso da fluorescamina, do cloreto de
dansilo e do OPA como agentes derivatizantes para a determinagio simultinea das aminas biogénicas
presentes em vinhos, tendo optado pelo uso do OPA, como antetiormente referido. A rejeicio da
fluorescamina baseou-se no facto das diaminas e as poliaminas darem otigem a mais do que um pico
(cortespondentes aos derivados mono e biderivatizados), impossibilitando a sua cotrecta

quantificagio.

2.4.3.1.5. Outros agentes derivatizantes

Para além dos ji mencionados, outros reagentes derivatizantes foram ensaiados na

determinagio de aminas biogénicas em vinhos, geralmente com pouco éxito.

O fenilisotiocianato foi usado por Callul ez a/ [1991] para a determina¢io da histamina. O
processo usado tinha a particularidade de a derivatizagio ser feita directamente sobre uma aliquota da
amostra, sendo o meio reaccional posteriormente sujeito a um processo de extracgio/purificagio
através de passagem por uma coluna de SPE de troca aniénica (Bond-Elut SAX), capaz de reter os
derivados formados a partir de aminodcidos. A detecgio foi feita por intermédio de um detector de
diodos, a 254 nm, apds separagio numa coluna de Cjg termostatizada 2 52 °C. Em trabalhos
postetiores do mesmo grupo (Busto e colaboradores) o abandono do método foi justificado pelo
facto de ndo apresentar qualquer vantagem em relagio 2 métodos com outros agentes derivatizantes,
especialmente no que respeita a sensibilidade obtida. Baucom ez 4/ [1986], por seu lado, tinham
adoptado um sistema usado na anilise de aminodcidos — "Waters Pico-Tag Amino Acid Analysis
System" — baseado numa derivatizagio pré-coluna com o fenilisotiocianato e na detec¢do dos
derivados formados por fluorimetria, tendo procedido a determina¢io de histamina, tiramina,
putrescina e cadaverina em diversas amostras de vinhos. A reacgio apresentou o inconveniente de ser

muito demorada, exigindo uma agitagdo vigorosa durante 24 horas.
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O carbamato de 6-aminoquinoloil-N-hidroxisuccinimidilo (AQC) proposto pela primeira vez
por Nimura e 4/ [1986] para a derivatizagio de compostos aminados, foi usado por Busto e 4.
[199Gb, 1997a] que concluiram tratar-se de uma boa alternativa ao uso do OPA, com uma
sensibilidade da mesma ordem de grandeza (5 a 50 pg/L e 100 a 500 ng/L como limites de detecgio
para solugdes padrio e para vinhos, respectivamente) e com uma boa/razoével linearidade para as 15
aminas estudadas. O composto reage com aminas primirias e secunddrias dando origem a derivados
estiveis. Segundo os autores, os principais problemas resultam da presenga nos cromatogramas de
um intenso pico correspondente ao excesso de reagente € a presenca de picos secunddrios resultantes
do mesmo, o que impossibilita uma correcta separagio de algumas aminas. Além disso, o reagente €
agressivo para a fase estaciondria da coluna cromatografica, provocando a sua gradual hidrolise com a

consequente diminui¢io da sua capacidade de separagio.

O 2,2-difenil-1-oxa-3-oxonia-2-boratonaftaleno (DOOB), reagente especifico para aminas
primdrias, foi ensaiado por Sanchez-Rodas e a [1996], que desenvolveram um método bifdsico
(solugio aquosa e éter etilico) caracterizado pela simultaneidade da reaccio de derivatizagio e da
extraccio dos derivados formados. Apds separagio por um processo de cromatografia em fase
normal numa coluna de silica, os compostos foram detectados por espectrofotometria de UV a 280
nm. Os tesultados obtidos, contudo, ficaram aquém do esperado pois o processo, além de demorar 2
horas, apenas permitiu a determinagio, em padrdes e numa amostra de vinho, de uma dnica amina
biogénica: a tiramina. A triptamina, usada como padrio interno, também mostrou bom
comportamento enquanto a etanolamina, também ensaiada, nio pode ser quantificada em virtude do

rendimento da extraccio se ter apresentado muito reduzido.

2.4.3.2.Agentes de par-iénico

Os processos de cromatografia de par-idnico caracterizam-se pela adi¢io a fase movel de
compostos facilmente ionizaveis (contra-ides) capazes de se ligarem de forma estavel e reprodutivel a
compostos com carga oposta, dando origem a cOmpostos de adicfio habitualmente designados por
pares-i6nicos. De uma forma simplista, pode afirmar-se que o par-idnico, uma vez formado na fase
mével, se comporta como uma espécie neutra, ocotrendo 0 processo de separagdo por partilha do

dessa espécie entre a fase movel e a fase estaciondria. A maior aplicagio deste tipo de processos tem
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lugar na separagio de é4cidos ou bases fracos, constituindo uma das formas de ultrapassar as
dificuldades associadas a separagio de substincias orginicas ionizadas. Geralmente usam-se como
contra-ides, ou reagentes de par-idnico, substincias dotadas de caracteristicas apropriadas para o meio
de detec¢io utilizado, por exemplo uma intensa capacidade de absorcio de luz na zona do UV/VIS,
permitindo dessa forma a detecgdo dos compostos em estudo com grande sensibilidade, mesmo

quando por si préprios ndo possuem esse tipo de propriedades.

Um processo deste tipo foi proposto por Wheatley e Tipton [1987] para a analise de tiramina
em cervejas, tendo sido posteriormente aplicado em amostras de vinhos pelo mesmo grupo de
trabalho [Bhdird e 4/, 1990]. Como reagente de par-idnico, os autores usaram o acido
hexanosulfénico, adicionado a uma mistura de eluentes constituida pot uma solugiio aquosa de
Na;HPO4 70 mM tamponada a pH 4,9, contendo EDTA (1 mM) e metanol (6 %); a detecgio foi
feita por intermédio de um detector electroquimico regulado para um potencial de 0,72-0,85 V. As
amostras eram previamente desproteinizadas por ultra-filtragio e purificadas por passagem através de
coluna de troca catiénica, sendo a eluigio das aminas feita com acido perclérico 1 M. Nio obstante os
autores afirmarem tratar-se de uma boa alternativa para a determinacio da tiramina em bebidas
alcodlicas, nio apresentaram quaisquer dados indicativos da qualidade do método, nomeadamente

quanto 2 linearidade, a0 limite de quantificagio e a percentagem de recuperagio.

Proposta mais elaborada foi a de Gennaro e Abtigo [1991], que propuseram o uso de dois
diferentes reagentes de par-iénico — ortofosfato de octilamina (cujos pares-iénicos podem ser
detectados a 230, 254 e 280 nm) e salicilato de octilamina (detecgdo a 254 nm) — para a determinacio
simultinea de histamina, tiramina, 2-feniletilamina e triptamina em amostras de vinho tinto. O
método, que foi aplicado directamente as amostras (diluidas 10 vezes) sem qualquer processo prévio
de purificagio/extracgio, apresentou limites de detecgio entre 20 pg/L para a triptamina (280 nm) e
900 pg/L para a histamina (230 nm) e uma boa linearidade apenas para a triptamina e a
2-feniletilamina. A sua aplicagdio a uma amostra de vinho tinto resultou, contudo, em resultados
anormalmente elevados para estes compostos — 72 mg/L para a 2-feniletilamina e 4 mg/L para a

triptamina — nunca verificados por outros autores.

O aperfeicoamento da proposta anteriormente referida foi feito recentemente por Atlotio er
al. [1998], que propuseram o uso simultineo de dois reagentes de par-iénico num meio tamponado a

pH 3 — heptanosulfonato de sédio, como reagente principal, e octilamina como reagente de
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par-iénico secundirio — com a fungio de melhorar 2 simetria dos picos obtidos. Com o uso de um
espectrofotémetro de UV a 215 nm para a detecgio dos pares-iénicos formados, foi possivel a
determinacio simultinea das 4 aminas acima referidas e dos respectivos aminoacidos precutsores:
histidina, tirosina, fenilalanina e triptofano. Os dados obtidos respeitantes a caracterizagdo do método
foram satisfatorios, tendo os maiores problemas sido resultado dos processos de
purificagio/extracgio da amostra utlizados. Os autores verificaram a necessidade de usarem uma
coluna de troca catidnica para a extracgio da histamina e da tiramina enquanto que para a €Xtracgao
das outras duas aminas estudadas os melhores resultados foram obtidos pelo uso de um processo de
extraccio liquido/liquido com butanol sobre a amostra alcalinizada a pH 10 e saturada com cloreto
de sédio. Outro problema, impeditivo de um maior titmo na aplicagdo do método a amostras de
vinhos, consistu na necessidade de condicionar a coluna com uma quantidade de eluentes

correspondente a 5 "corridas cromatogrificas" antes da injecgdo de cada amostra.

Recentemente, tem-se verificado a aplicacio a vinhos e outras matrizes alimentares, de um
tipo diferente de metodologia baseada no acoplamento de um processo de separagio com par-i6nico
com um processo de derivatizagio pés-coluna com OPA/mercaptoetanol. Proposta originalmente
por Seiler e Knddgen [1980, 1985], esta metodologia visa ultrapassar o principal obsticulo dos
processos baseados na derivatizaglo pds-coluna com OPA/mercaptoetanol que é, como ja
anteriormente referimos, a dificil separagio de algumas aminas quando nido previamente
derivatizadas. O agente de pat-idnico usado é o octanosulfonato de sédio, adicionado a uma fase

mével tamponada a pH 4,5-5, e a detecgdo ¢ feita por intermédio de um detector de fluorescéncia.

Gléria ef ol [1998] usaram um método deste tipo para a determinagio de dez das mais
importantes aminas biogénicas ndo volateis (putrescina, cadaverina, espermidina, espermina,
agmatina, histamina, tiramina, 2-feniletilamina, serotonina e triptamina) num elevado numero de
amostras de vinhos varietais produzidos nos Estados Unidos, cujos resultados foram apresentados no
capitulo anterior. As amostras nio foram alvo de qualquer processo de extracgio/putificagdo, sendo
injectadas directamente no aparelho apds uma simples filtragdo, a separagdo e a derivatizagio foram
feitas 4 temperatura ambiente e a detecgio foi feita a 340 nm (. Ex.) e 2 445 nm (\ Em.). Nio foram

apresentadas, contudo, quaisquer indicagdes relatvas a caracterizagio do processo analitico.

Método idéntico foi usado por Sass-Kiss e a/ [2000] para a determinagdo de 7 aminas

(putrescina, cadaverina, espermidina, agmatina, histamina, tiramina e 2-feniletilamina) em amostras de
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vinhos e de mostos. Os vinhos foram analisados directamente, sem qualquer processo prévio
extracgdo/purificagio, enquanto os mostos foram sujeitos a uma homogeneizagio com icido
perclérico seguida de filtragio. Os resultados obtidos na caractetizagio do método foram
genericamente bons, no que respeita a linearidade e ao limite de detecgio, mas o cromatograma
apresentado respeitante a uma amostra de vinho faz adivinhar grandes dificuldades na correcta

identificagdo de alguns compostos, dado o grande numero de picos interferentes presentes.

2.4.4. Cromatografia gasosa

Até 20 momento tem sido muito limitado o uso de métodos de cromatografia gasosa na
analise de aminas biogénicas em vinhos e noutros produtos alimentares. Este facto contrasta
fortemente com a pritica seguida nas areas da bioquimica analitica e da analise ambiental, nas quais
sdo indmeros os autores que descrevem o uso de técnicas de cromatografia gasosa, em muitos casos
associada 2 espectrometria de massa, para a determina¢io de aminas nas mais variadas matrizes.
Excelentes revisdes sobre o tema foram feitas por Blau [1989] e por Muskiet ¢ a/ [1995], no campo

das anilises de fluidos bioldgicos, e por Kataoka [1996] na 4rea das anilises ambientais.

A maior dificuldade na aplicagio da cromatografia gasosa na anilise de aminas esta
relacionada com o seu caricter intensamente polar, facto ja anteriormente referido neste capitulo.
Essa caracteristica, associada ao facto de a maioria deste tipo de compostos apresentar reduzida
volatilidade, torna a sua andlise directa extremamente dificil, ou até mesmo impossivel, de realizar.
Fen6menos de adsorgio e decomposicio dos compostos no interior do sistema cromatografico, com
as consequentes perdas, por vezes da totalidade da substincia injectada, e o aparecimento de picos

cromatograficos mal definidos e com problemas de '

'tailing" sdo frequentes nesse tipo de anilise
[Kataoka, 1996]. O problema é resolvido pelo recurso 4 derivatizagio dos compostos com um
reagente apropriado, capaz nio s6 de diminuir a polaridade das aminas, como também de aumentar a
sua volatilidade e de proporcionar a sua detecgio duma forma mais sensivel e com maior
selectividade. O facto das reac¢Ses de derivatizagio propostas serem muitas vezes demoradas e

bastante exigentes no que respeita as condigdes reaccionais requeridas (auséncia de 4gua, p. ex., o que

implica processos de isolamento dos compostos mais complexos do que o normal) servira,
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concerteza, de atenuante, que nio de justificagdo, para a mencionada pouca utilizagio da técnica na

andlise dos compostos em estudo em matrizes alimentares.

Nio obstante, e como pudemos documentar no capitulo anterior, sio preciosos alguns dos
resultados obtidos pelo uso da cromatografia gasosa na anilise de aminas biogénicas em vinhos,
nomeadamente na identificacio de alguns compostos cuja presenga era até entdo desconhecida. Tal
facto nio serd de estranhar se atendermos i superior capacidade de resolugio apresentada pelas
colunas usadas em cromatografia gasosa em relagio dquelas que sdo usadas em HPLC, a grande
sensibilidade proporcionada por muitos dos detectores correntemente usados ¢ a facilidade de
associagio da técnica a outras técnicas usadas essencialmente para a identificacio e caracterizagio de

COl’IlpOStOS, nomeadamente a espectrometria de massa.

Puputti e Suomalainen [1969] podem considerar-se como os pioneiros no uso da
cromatografia gasosa na anilise de aminas biogénicas em vinhos. Sem recorrer a qualquer processo de
derivatizacio e usando um detector de ionizagio de chama, os autores usaram 2 técnica para a
confirmacio da presenca de algumas aminas voliteis em diversas amostras de vinhos, depois dos
resultados previamente obtidos por meio de uma metodologia que envolvia a extracgao das aminas
por um solvente orginico e a sua identificagio por cromatografia em camada fina. Dessa forma
conseguiram confirmar a presenca de quantidades vestigiais de metilamina, n-butilamina e
n-amilamina, de teores da ordem dos 50 pg/L de isopropilamina e de isobutilamina e de teores mais
elevados de hexilamina (0,4-0,7 mg/L), de etilamina (0,5-2 mg/L), de 2-feniletilamina (0-9 mg/L) e de
isoamilamina (1-28 mg/L). Estes resultados, contudo, observados a luz dos conhecimentos actuais,
merecem sérias reservas, nomeadamente quanto 4 presenca de hexilamina, normalmente nao

encontrada nos diversos trabalhos publicados sobre o assunto.

Posteriormente, Singer e Lijinsky [1976] referiram pela primeira vez a presenga em vinhos de
trés aminas secundérias até entio nio identificadas: dimetilamina, pirrolidina e morfolina. A
metodologia usada incluia a prévia destilagio da amostra a pH alcalino, um processo continuo de
extraccao com éter etilico de forma a remover interferentes de caracteristicas neutras, a Concentragao
da solucio obtida e, finalmente, a separagio cromatografica das diversas aminas na forma de
derivados tosilamidicos (obtidos por reacgio com o cloreto de p-toluenosulfonilo) e a sua detecgao

por espectrometria de massa.
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Usando como agente derivatizante o anidrido trifluoroacético, que tinha sido proposto alguns
anos por Sen [1969] para a determinagdo da tiramina em diversos produtos alimentares, Neurath ef 4/,
[1977] detectaram a presenga em vinhos de isoamilamina e de 2-feniletilamina, apés destilacio da
amostra previamente alcalinizada, recolha do destilado numa solugio 4cida, derivatizagio e
purificagdo por passagem em coluna de troca catiénica. A detecgio foi feita por intermédio de um

detector de captura de electrdes.

O mesmo reagente derivatizante, o anidrido trifluoroacético, foi também usado por Chaytor
et al [1975] que, fazendo uso de uma metodologia de cromatografia gasosa — espectromettia de
massa, detectaram a presenca de 2-feniletilamina em diversos produtos alimentares, incluindo duas

amostras de vinho da Madeira e uma de vinho do Porto.

A contribuicio mais importante dada pela aplicago da técnica de cromatografia gasosa para o
conhecimento da composigio dos vinhos e dos mostos em aminas biogénicas foi, porém, dada pelo
grupo de Ough e colaboradotes que publicaram, no inicio da década de 80, uma série de trabalhos
dedicados a este tema [Daudt e Ough, 1980; Ough ef o/ 1981; Ough e Daudt, 1981; Almy et 4/ 1983]
cujos resultados ja foram apresentados no capitulo anterior. Aproveitando algumas das propostas
metodoldgicas feitas anteriormente por Neurath e al. [1977], o método desenvolvido por aqueles
autores, complexo e laboratorialmente muito exigente, consistia na destilacio de uma aliquota de 1
litro de vinho ou de mosto, previamente alcalinizada a pH 11-12, recolha do destilado obtido numa
solugo de HCl a 10 % imersa em gelo, evaporagio a secura da solucio 4cida contendo as aminas sob
a forma de sais, derivatizagio das aminas com anidrido trifluoroacético (4 mL) durante toda a noite e
a temperatura ambiente, extracgdo dos derivados formados com 2 x 20 mL de éter etilico, apds
neutralizagio do meio reaccional pela adigio de solugéio de bicarbonato de sédio a 5%, secagem da
solugdo etérea pela adi¢do de sulfato de s6dio anidro seguida de filtracio e, finalmente, evaporag¢io do
extracto até cerca de 1 ml, para posterior injec¢do no sistema cromatogrifico. A separagio dos
derivados formados era feita numa coluna capilar (25 m x 0,20 mm d.i.) com fase estaciondria polar —
Carbowax 20 M ou SE-54 — e a detecgio feita por um detector termoi6nico especifico para azoto e

fésforo (NPD) ou, alternativamente, por espectrometria de massa, para fins de identificagio.

Embora bastante laborioso e de execugio demorada, pelo nimero de etapas envolvidas, o
método permitiu a identificagao pela primeira vez em vinhos de dois compostos, a dietilamina e a

2-metilbutilamina, para 14 de um grande nimero de aminas volateis identificados pela primeira vez em
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mostos — metilamina, dimetilamina, etilamina, dietilamina, n-propilamina, isobutilamina,
2 metilbutilamina, isoamilamina, pirrolidina e 2-feniletilamina. O método revelou niveis de
sensibilidade e selectividade muito elevados, permitindo a quantficagio de 8 aminas em teores de
poucos pg/L. Para alguns dos compostos, porém, a reprodutibilidade obtida apresentou valores
pouco satisfatérios (desvio padrio relativo superior a 15 %), o que, segundo os autores, pode ter tido
otigem no deficiente rendimento do processo prévio de destilagio, em especial no caso dos menos
voliteis como a 2-feniletilamina e a etanolamina, ou também no facto dos derivados
trifluoroacetilados apresentarem uma estabilidade reduzida na presenga de agua ou de quantidades

vestigiais de dcidos ou bases.

Esta reduzida estabilidade dos derivados trifluoroacetilados das aminas biogénicas tinha ja
sido evidenciada por Makita ¢ al [1970], que propuseram, como alternativa, a derivatizagdo dos
compostos aminados com cloroformato de etilo, em meio aquoso alcalino. O método foi aplicado
pelo mesmo grupo de autores na determinacio de tramina em diversos produtos fermentados,
incluindo cerveja [Yamamoto ef al, 1980], e, posteriormente na determinagio de putrescina e de
cadaverina numa série de produtos alimentares de origem japonesa, incluindo o saké, bebida alcodlica
com alguma similitude com o vinho, produzida a partir da fermentagio do arroz [Yamamoto ¢ al,
1982]. As amostras eram sujeitas 2 um processo prévio de extrac¢do/purificagio através de passagem
por uma coluna de troca catidnica e a reacgao de derivatizacdo tinha a vantagem de ser quase
instantinea e de ter lugar na presenga de 4gua, dando origem a detivados estaveis durante largos
periodos de tempo. O maior inconveniente residia na necessidade de purificar o meio reaccional, apos
o processo de derivatizagdo, através de um processo extractivo com éter etilico, com o objectivo de
eliminar compostos interferentes nio removidos durante o processo de extracgio/purificagio inicial e
capazes de prejudicar gravemente a separagao cromatografica dos compostos de interesse; a essa
extraccio seguia-se a evaporagio do extracto obtido e a dissolugdo do residuo em acetato de etilo.
Mesmo na auséncia de um bom padrio interno, pois nenhum dos compostos experimentados pelos
autores demonsttou um comportamento idéntico ao da tiramina durante o processo de
extracgio/putificagiio, o método apresentou, no €aso da determina¢do da tiramina, bons parimetros
analiticos, nomeadamente um coeficiente de variagio de 6,2 % ¢ um coeficiente de recuperagio de
94 %, No trabalho de determinacio da putrescina e de cadaverina os valores obtidos foram
ligeiramente inferiores, mas mesmo assim, segundo os autores, suficientemente bons para a sua

aplicagdo no tipo de amostras em estudo.
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Nos ultimos anos sio praticamente inexistentes as referéncias respeitantes ao uso de técnicas
de cromatografia gasosa na analise de aminas biogénicas em vinhos e outras bebidas alcodlicas. Os
Gnicos desenvolvimentos dignos de registo referem-se geralmente 4 aplicagdo de metodologias deste
tipo na determinacio de algumas aminas em diferentes matrizes alimentares, tal como produtos
catneos, peixes e queijos. As propostas apresentadas, contudo, nio conseguiram impor-se na pratica
analitica, provavelmente, e tendo em conta a pouca estabilidade dos derivados em questdo, por
dificuldades na obtengido de resultados reprodutiveis. E o caso do trabalho de Henion ef 4/ [1981],
que quantificaram histamina em amostras de atum por um processo de trimetilsililacio i7 sitx de um
extracto da amostra, seguido de separacio e detecgdo por cromatografia gasosa — espectrometria de
massa. Slemr e Beyermann [1984], por seu lado, propuseram a determinagio simultinea de putrescina,
cadaverina e histamina em amostras de carne, fazendo uso de um processo de derivatizagio em duas
etapas: inicialmente, os compostos eram convertidos nos respectivos derivados trifluoroacetilados e,
em seguida, a histamina era convertida, por ac¢do do cloroformato de etilo, em Ne-trifluoroacetil-Nr-
-etoxicarbonil-histamina. O maior destaque vai para a metodologia adoptada como método oficial
nos Estados Unidos para a determinagio de cadaverina e putrescina em amostras de atum enlatado,
inicialmente proposta por Staruszkiewicz e Bond [1981] e alvo de pequenas modificagdes
introduzidas recentemente por proposta de Rogers e Staruszkiewicz [1997]. Resumidamente,
baseia-se na extrac¢do dos compostos com metanol a 75%, na sua derivatizacio com anidrido
pentafluoropropiénico seguida de um processo de purificagio do meio reaccional através de
passagem por uma coluna de SPE com alumina e, finalmente, na sua separagdo em coluna de

enchimento e detec¢io e quantificagio por detector de captura de electroes.

A ultima referéncia que encontrdmos referente a0 uso da cromatografia gasosa na anilise de
aminas refere-se ao trabalho de Pfundstein ez a/ [1991b], amplamente citado no capitulo anterior, que
consistiu na anilise das aminas voldteis (primarias e secundarias) presentes em 264 amostras dos mais
variados tipos de alimentos, incluindo algumas amostras de vinhos e de outras bebidas alcoélicas. O
método usado, detalhadamente descrito em trabalho anterior dos mesmos autores [Pfundstein et a/,
1991a], consistiu na derivatizagdo dos compostos com cloreto de benzilsulfonilo (directamente sobre
a amostra no caso das bebidas e apds destilagio em meio alcalino no caso dos outros alimentos) com
formacdio das correspondentes sulfonamidas e posterior separagdo das fracgbes correspondentes as
aminas primirias e secundérias por uma versio modificada do método de Hinsberg, que se baseia na
diferente solubilidade das referidas sulfonamidas em meio alcalino. A detec¢do dos compostos foi

feita por intermédio de um detector termoidnico a operar em modo de azoto.
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2.5. Qutras técnicas analiticas

O interesse despertado pela presenga das aminas biogénicas em vinhos aliado 2 inexisténcia
de um método cromatogrifico capaz de reunir em si todos os atributos necessarios para a obtengao
continuada de resultados analiticos de grande qualidade, tem levado alguns especialistas a propor o
uso de metodologias ndo-cromatogrificas para a respectiva determinacdo. Algumas das propostas
apresentadas, nomeadamente as baseadas em técnicas de electroforese capilar, parecem possuir
potencialidades para poderem vir a constituir-se COmMO alternativas validas para os métodos

correntemente em uso.

Walther ¢f al. [1987] propuseram o uso de uma técnica complexa de espectrometria de massa
__ "constant B2E linked scan" — caracterizada por uma prévia derivatizagio das aminas com cloreto
de dansilo, introducio directa no espectrémetro de massa com evaporagio do solvente, fragmentagio
por meio de um processo de dissociagdo colisional induzida de forma a dar origem a um fragmento
m/z 169, comum a todos os derivados dansilados e correspondente ao 1o dimetilaminonaftaleno, e
posterior pesquisa dos respectivos ides precursores. Com 0 uso de anilina e de etlenodiamina como
padrdes internos, aqueles autores obtiveram, na anilise de um vinho tinto, teores entre 0 e 26 mg/L
para as sete aminas estudadas (histamina, tiramina, 2-feniletilamina, putrescina, cadaverina,
isoamilamina e etanolamina) com coeficientes de variagio entre 12 € 17 %. Com o uso de padrdes
internos deuterados para quatro das aminas estudadas (tiramina, 2-feniletilamina, putrescina e
cadaverina) os respectivos coeficientes de variagio baixaram para 3 a 5 %. Segundo os autores,
trata-se de um método rapido (o processo de derivatizagio dura 30 minutos ¢ a andlise em triplicado
de cada amostra é feita em igual espago de tempo) apropriado para fins de despistagem. Niao foram

publicados, entretanto, quaisquer desenvolvimentos do mesmo.

Um processo de determinagdo da histamina por espectrofluotimetria sincrona fol, por seu
lado, proposto por Gutetrez ef al. [1987]. O método inclufa a prévia derivatizagdo do composto com
OPA e 2 obtencio dos espectros de primeira e segunda derivada por varrimento do monocromador
de excitacio entre 300 e 460 nm e do monocromador de excitagio entre 380 e 540 nm. As curvas de
calibraciio apresentaram-se lineares entre 0,2 ¢ 2000 ng/L e entre 0,1 e 2000 pg/L, para a primeira ¢
para a segunda derivada, respectivamente, ¢ os limites de detecgdo obtidos foram de 0,16 e de 0,06

ng/L. O método foi aplicado a 6 amostras de vinho, apatentemente com bons resultados,
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apresentando a vantagem de dispensar qualquer preparagio prévia da amostra. Nio temos

conhecimento, contudo, da sua adopgio por outros autores.

Rauch e al [1992] propuseram um método imunoenzimitico para a determinacio de
histamina em amostras de queijo, peixe, vinho e cerveja, tendo obtido bons niveis de sensibilidade
(limite de detecgio de 7 pg/L) e de selectividade (interferéncia da histidina, da tiramina e da

triptamina inferior a 0,001 %) e uma precisio de cerca de 15 %.

Nos dltimos anos tém assumido especial relevo as propostas baseadas na separagio
electroforética dos compostos, técnica que recentemente tem sido alvo de muitos desenvolvimentos.
A grande capacidade de separagio que € hoje possivel atingir, em especial com as modernas técnicas
de electroforese capilar de zona, tem sido aproveitada por alguns autores para o desenvolvimento de
metodologias de determinagio simultinea de aminas biogénicas passiveis de serem aplicadas a

produtos alimentares e, consequentemente, também a vinhos.

A utilidade da electroforese na separagio da histamina de amostras de vinhos e de mostos
tinha sido ji realgada por Mayer ¢ Pause [1973b], que desenvolveram uma metodologia para a
determinagio do composto baseada na sua separagio electroforética numa placa de gel de agar, a qual
era em scguida revelada por adigio de OPA, sendo a quantificacio baseada na intensidade

fluorescente da mancha correspondente 4 histamina.

Pioneiros na aplicagio da electroforese capilar de zona na anilise de aminas e de aminoacidos
em vinhos foram, contudo, Rose Jr. e Jorgenson [1988] que desenvolveram um sistema baseado na
derivatizagio dos compostos com OPA, apds a sua separacio electroforética, e consequente
determinagdo da intensidade fluorescente (A Exc.: 312 nm; A Em. 400 nm). A metodologia
aptesentou-se linear para alguns dos compostos estudados e bastante sensivel mas, segundo os
proprios autores, a necessitar de novos desenvolvimentos, nomeadamente o uso de uma fonte de

laser para a excita¢io dos derivados.

Esse uso da detecgio fluorimétrica induzida por uma fonte laser associada 2 separagdo
electroforética de aminas e de aminodcidos em matrizes complexas tem vindo a ser desenvolvido por
diversos autores. No que respeita 2 sua aplicacio a vinhos, merece especial referéncia o trabalho feito
por um grupo de autores franceses, numa parceria entre a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Toulouse e uma empresa fabricante desse tipo de tecnologia, do qual tem resultado a publica¢io de
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virios artigos sobre o assunto [Arellano ef a/, 1997; Nouadje ¢ al, 1995, 1996 (artigo de revisdo),
1997]. Neste Gltimo trabalho, os autores reclamam para o seu método caracteristicas de rapidez e de
fiabilidade apropriadas para o seu uso em analises de rotina para o controlo de qualidade dos vinhos.
O agente fluorogénico usado € o isotiocianato de fluoresceina e a separagio de um conjunto de 8
aminas e de 20 aminoacidos é conseguida em menos de 30 minutos. Face a grande sensibilidade
apresentada pelo método, torna-se possivel efectuar a prévia diluigio da amostra em 2000 vezes, o
que evita a interferéncia de substincias presentes no vinho dotadas de propriedades fluorescentes
intrinsecas, como os flavondides. O maior inconveniente reside na necessidade de prolongar a
reaccio de derivatizacio durante duas horas, dada a relativamente pequena reactividade do reagente
derivatizante usado. Por outro lado, os autores apresentam os resultados obtidos na aplicagio do
método a diversas amostras de vinhos tintos em percentagem normalizada e nio em teores absolutos,
o que parece indiciar alguns problemas na obtengio dos mesmos. De maior gravidade, porém,
parece-nos o facto de alguns dos resultados obtidos (em teores relativos) estarem em total
discordancia com a restante literatura: assim, os valores obtidos para a putrescina foram
sistematicamente mais baixos (duas a quatro vezes) do que os obtidos para a 2-feniletilamina e os
valores obtidos para a espermina foram cerca de dez vezes superiores a estes ultimos, o que, muito

provavelmente, deve ter resultado de um erro na identificagio do respectivo pico.

Mahendradata e Schwedt [1996] adaptaram para uso em diversas matrizes alimentares, vinhos
incluidos, um método previamente desenvolvido por Mopper e Sciacchitano [1994] para a
determinaciio da histamina em amostras de peixes, caractetizado pelo uso como electrolito de uma
soluciio de citrato de sédio tamponada a pH 2,5 e pela detecgio directa do composto por UV a 210
nm. A comparagio da metodologia desenvolvida com um processo classico de HPLC com
pré-derivatizagio com OPA e com um processo espectrofotométrico desenvolvido pelos mesmos
autores, baseado na reac¢io da histamina com um sal de diazénio, o tetrafluoroborato de
4-nitrobenzenodiazénio, e medicio da absorvéncia a 470 nm [Mahendradata e Schwedt, 1998]
mostrou-se favorivel em termos de rapidez, de selectividade e do limite de detecgio obtido, em
relacio ao método de HPLC, e de simplicidade no tratamento da amostra, em relagio ao método
espectrofotométrico, pois apenas implica uma simples filtragdo dos vinhos enquanto que este ultimo

exige um processo prévio de extracgao.

Outra proposta interessante surgida neste ambito ¢ a de Arce ef /. [1998], que desenvolveram

um sistema de electroforese capilar com detecgio indirecta por UV a 214 nm, cuja principal novidade
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consiste na utilizagio de um sistema automatizado com injec¢io por fluxo que integra no seu intetior
uma coluna de extracgdo em fase solida. Desta forma, as etapas de purificacio da amostra, pré-
concentragio dos compostos e introdugio da amostra no sistema de electroforese capilar podem set
feitas de forma totalmente automatizada e com um minimo de manipulagio da amostra pelo
operador, o que associado 4 rapidez com que é conseguida a separagdo electroforética dos
compostos, permite a determinagio de dez aminas biogénicas (histamina, tiramina, 2-feniletilamina,
putrescina, cadaverina, metilamina, propilamina, isopropilamina, isoamilamina e etanolamina) em
menos de quinze minutos. O método foi caracterizado em termos de sensibilidade — limites de
quantificagio variando entre 180 ug/L para a tiramina e 600 pg/L para a cadaverina — linearidade —
2 > 0,999 para oito das aminas ensaiadas e 12 > 0,990 para as duas restantes (isopropilamina e
cadaverina) no intervalo de concentragdes entre 0 e 10 mg/L — e recuperagio — com obtengio de
muito bons resultados para todas as aminas, variando em regra entre 95 e 105%, para trés diferentes

niveis de adi¢do a 6 amostras de vinhos.

Finalmente, Kovacs ¢z a/ [1999] propuseram um processo para a determinacio de sete das
principais aminas biogénicas presentes em vinhos, baseado na derivatizagio das aminas com o AQC,
separacio electroforética dos derivados formados num tubo de silica fundida de 50 cm x 50 pmd. 1. a
funcionar a 15 kv e detec¢io por espectrofotometria de UV 2 254 nm. Os limites de detecgio
obtidos, apés purificagio da amostra por passagem em coluna de troca catiénica Dowex 50 e
concentragido num factor de 20 vezes, foram de 1 uM para a triptamina, 2,5 pM para a tiramina e a
cadaverina, 5 uM para a putrescina, 25 uM para a espermina e a espermidina e 40 uM para a histamina

e uma boa linearidade foi conseguida para todas as aminas em estudo, na zona de 50 uM a 1000 uM.
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INTRODUCAO

A presenca de aminas biogénicas em vinhos representa, como pensamos ter ficado bem
visivel nos capitulos precedentes, um factor negativo no que respeita 2 qualidade dos vinhos,
entendida esta no seu sentido mais global. Pese embora o grande empenhamento de muitos
investigadores, em especial dos oriundos de paises com tradicdes vitivinicolas, no desenvolvimento de
trabalhos conducentes a uma completa caractetizagao do fenémeno, em particular no que respeita 2
identificagdo dos factores associados 4 formagio dos referidos compostos, continuavam, 4 data do

inicio do nosso trabalho, e continuam, ainda hoje, a ser muitos os pontos por esclarecer.

Tendo-nos sido dada a possibilidade de darmos o nosso contributo nesta area e, tendo em
atengdo os meios técnicos que nos foram disponibilizados, a nossa acgio obedeceu, como ji foi
referido na Introdugdo Geral, a dois vectores fundamentais. 1. Desenvolvimento de metodologias
analiticas capazes de permitir uma correcta quantificagio das aminas biogénicas de interesse presentes
nos vinhos e na respectiva matéria-prima, o mosto ou sumo de uvas. 2. Aplicagio das metodologias
desenvolvidas a amostras representativas de mostos monovarietais usados na elaboracio de vinhos do

Porto, aos respectivos vinhos monovarietais e a vinhos do Porto envelhecidos em diferentes

167



Parte Experimental - Introdugdo

condicdes ambientais, correspondentes aos dois principais tpos do produto sujeitos  a

comercializacio: vinhos do Porto "Tawny" e vinhos do Porto "Vintage".

No que se refere ao primeiro vector, respeitante a0 desenvolvimento de metodologias
analiticas para a determinagdo das aminas biogénicas neste tpo de matrizes, dois caminhos
alternativos se perfilavam como hipéteses de trabalho. Por um lado, a adopgio de metodologias
baseadas na técnica de HPLC, amplamente usadas pela quase totalidade dos autores com trabalho
nesta 4rea, como se referiu no capitulo 2. Alternativamente, o desenvolvimento de metodologias
baseadas na técnica de GC-MS, praticamente inexploradas nesta area mas potencialmente capazes de

serem aplicadas com éxito.

A escolha feita, que consistiu no desenvolvimento deste dltimo tipo de metodologias, teve

como base alguns critérios de ordem racional e cientifica, designadamente:

1. As dificuldades descritas por muitos autores com trabalhos baseados em metodologias de
HPLC em conseguir uma boa separagio cromatogrifica de um nimero elevado de
aminas biogénicas neste tipo de mattizes complexas. Estas dificuldades, ji salientadas no
capitulo 2, reflectem-se directamente na extensa lista de diferentes metodologias
propostas e também na inconsisténcia de alguns dos resultados obtidos, muitos dos quais,
numa primeira andlise, parecem ser afectados por erros analiticos ao nivel da correcta

identificacio de algumas das aminas biogénicas.

2. O facto de se pretender trabalhar com matrizes mais complexas do que a generalidade
dos vinhos — mostos e vinhos do Porto — caracterizadas pelo seu elevado teor em

acucares, logo mais exigentes do ponto de vista analitico.

3. A pretensio de abranger no estudo o maior nimero possivel de aminas biogénicas,
incluindo algumas habitualmente referidas como estando presentes em quantidades
muito diminutas e outras normalmente "esquecidas" nos trabalhos realizados, de

forma a caracterizar o melhor possivel as amostras em estudo.

4.0 facto de nio estarem implementadas nesta drea dos vinhos, assim como das

testantes matrizes alimentares, em geral metodologias de referéncia capazes de ser
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aplicadas a quaisquer tipo de amostras, por mais complexas e dificeis que se
apresentem, capazes de dar uma contribuigio decisiva para o esclarecimento definitivo

de muitas ddvidas ainda em aberto.

A aposta feita no desenvolvimento de metodologias baseadas na técnica de GC-MS nio
deixou também de ser um reflexo directo das nossas proprias convicedes quanto 4s imensas
potencialidades da referida técnica quando aplicada a processos de quantificagio multiparamétricos,
destes como de outros tipos de compostos, em matrizes de grande complexidade como o sio os
alimentos, na sua generalidade, funcionando neste caso os vinhos e a respectiva matéria-prima como
exemplo representativo desse tipo de matrizes. Cientes de que se trata de uma técnica dispendiosa,
em especial ao nivel do investimento inicial na aquisigio dos equipamentos, pensamos que,
precisamente por isso, se imp&e uma exploragdo profunda e rigorosa de todas as suas potencialidades
de forma a potenciar o melhor possivel a sua rendibilidade e a justificar plenamente o referido
investimento. As exigéncias colocadas pela técnica em si mesmo — na escolha dos processos mais
adequados para a preparagio das amostras e extracgio dos compostos a estudar, na necessidade de se
recorrer a processos com bom rendimento e grande reprodutibilidade para a derivatizacio dos
compostos, na criteriosa escolha dos padrdes internos a usat, nos diversos cuidados que exige ao
operador a nivel da operagio e da manutengio do sistema em Sptimas condi¢des — constituem um
desafio a todos os que trabalham na drea da quimica analitica e nio podem setrvir senio de um
incentivo actescido para o desenvolvimento de metodologias capazes de ultrapassar obstaculos de
outra forma dificeis de serem superados. Acresce o facto de o "ambiente" intelectual que rodeia a
elaboragiio duma dissertagio de doutoramento, com a exigéncia acrescida de um trabalho rigoroso,
tanto a nivel de execugio laboratorial como de explanagio do trabalho desenvolvido e dos resultados
obtidos, nos ter parecido o terreno propicio para o desenvolvimento de trabalho que viesse a
constituir um sinal de incentivo e de encorajamento para todos os que, na irea da quimica alimentar,

se deparem com a necessidade de usar metodologias baseadas neste tipo de técnica.

Uma vez delineadas as linhas de forga principais do estudo a desenvolver, foi o mesmo
afectado por vicissitudes vérias, inerentes ao préprio desenvolvimento dos trabalhos e aos resultados
que entretanto foram sendo obtidos, e que acabaram por ditar um rumo diferente daquele que

inicialmente tinha sido por nés tracado.
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A nossa intencdo inicial, porventura demasiado optimista mas nio totalmente desprovida de
sentido, como os resultados finais, em parte, acabaram por demonstrar, foi a de desenvolver uma
tinica metodologia capaz de permitir a andlise da grande maioria, senfio da totalidade, das aminas
biogénicas de intetesse presentes nas matrizes em estudo. Uma andlise cuidada da literatura disponivel
associada A nossa recente experiéncia anterior, concretizada no estabelecimento de uma metodologia
analitica aplicada 4 quantificagio em produtos alimentares de um composto com algumas
caracteristicas similares 2 de algumas das aminas biogénicas — o 4-(5-)metilimidazol — [Fernandes e
Ferreira, 1997]", levou-nos a tomar a decisdo de desenvolver os trabalhos no sentido de estabelecer

um protocolo analitico baseado nas seguintes etapas fundamentais:

1. Extraccio das aminas das matrizes em estudo por meio de um processo de
par-iénico baseado no caricter bdsico das aminas, com o recurso 2ao
hidrogenofosfato de bis(2-etil-hexilo), dissolvido em cloroférmio, como agente

extractor.

S8

. Detivatizagio dos compostos extraidos com cloroformato de isobutilo, efectuada

directamente sobre o extracto aquoso (cloridrico) obtido.

3. Determinagio quantitativa dos derivados formados por GC-MS no modo de

monitoriza¢do selectiva de 1des.

As indicacdes aparentemente positivas dadas pelos primeiros ensaios efectuados, tanto no que
respeita a0 método de extracgdo usado como ao processo de derivatizagio e subsequente andlise
cromatografica, levaram-nos, infelizmente, a caminhar durante muito tempo numa direcdo que,

como veremos adiante, acabamos mais tarde por verificar ndo ser a mais correcta.

No que respeita a0 processo de extracgdo usado — um método baseado na acgio de um
reagente de pat-idnico, inicialmente desenvolvido por investigadores suecos (ver citagdes no capitulo
4) para a extrac¢io de compostos organicos com caracteristicas basicas, mas nunca antes aplicado a

este tipo de matrizes nem sequer a muitos (a quase totalidade) dos compostos que nos proptinhamos

L4 A . . . . .
Ver referéncia bibliogrifica no capitulo 4.
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estudar — os resultados inicialmente obtidos foram de molde a deixar-nos inteiramente satisfeitos e
convencidos da sua extrema utilidade para este tipo de trabalho. Com efeito, o método apresentou
um excelente rendimento para a generalidade das aminas biogénicas estudadas e os extractos obtidos
apresentaram-se isentos ou praticamente isentos de muitos dos potenciais interferentes presentes
neste po de matrizes, nomeadamente de agucares, como se pdde comprovar pela andlise de

extractos por uma técnica de HPLC apropriada, de polifendis e, em grande medida, de aminoécidos.

No que respeita a0 uso de cloroformato de isobutilo como reagente derivatizante, a
metodologia inicialmente desenvolvida, a qual foi durante muito tempo alvo de um trabalho gradual
de optimizagio no sentido de se conseguir alcangar as melhores condicoes experimentais para a
generalidade dos compostos, apresentou-se "perigosamente” sedutora em virtude de uma série de

factores, a saber:

¢ Rapidez e facilidade de execugio (a reacgio de derivatizagio tinha lugar 2
temperatura ambiente e era praticamente instantinea; uma simples extracgio com
cloroférmio era suficiente para os derivados obtidos serem injectados no sistema

cromatografico).

¢ Facil interligagido com o processo de extracgio usado (para a reac¢io de
derivatizagdo era usada directamente uma aliquota do extracto cloridrico obtido no
processo de extracgdo, sem necessidade de se recorrer a nenhuma etapa de

evaporagio).

¢ Excelente comportamento cromatogrifico da generalidade dos detivados obtidos,
os quais davam origem a picos com muita boa definicio, facilitando o trabalho

cotrespondente A respectiva integracio.

¢ Possibilidade de andlise simultinea de um grande nimero das aminas biogénicas de
interesse (ainda assim, este constituiu durante algum tempo o maior problema
associado a0 método, pois o mesmo ndo possibilitava a andlise de alguns dos
compostos alvo desta investigagio: metilamina ¢ dimetilamina, pela extrema
volatilidade dos derivados obtidos; histamina, pelo baixo rendimento da reaccio;
espermidina e espermina, neste caso pela muito diminuta volatilidade dos

respectivos derivados).

171



Parte Experimental - Introdugdo

O grande problema associado ao uso da metodologia em causa teve a ver, contudo, com as
manifestacdes de falta de reprodutibilidade, que se foram fazendo notar de uma forma extremamente
irregular e, por isso, demoraram algum tempo a ser totalmente caracterizadas. Essa falta de
reprodutibilidade dizia respeito apenas s aminas menos volateis (diaminas e tiramina, essencialmente)
enquanto para as restantes os resultados continuavam a caracterizat-se pela sua boa qualidade.
Segundo cremos, tinha como motivo a acgio agressiva do excesso do reagente derivatizante para com
a coluna cromatogrifica e restantes partes do aparelho passiveis de contactar com a amostra injectada.
O facto do problema se fnanifestar, algumas vezes, a0 fim de um pequeno numero de injec¢oes, mas,
outras vezes, depois de uma limpeza adequada do sistema cromatogrifico, apenas ao fim de algumas
dezenas de injecgdes, fez com que durante muito tempo acreditissemos, erradamente, que as causas
seriam outras e daf o tempo que infrutiferamente foi perdido no sentido de, persistentemente, as

tentar ultrapassar.

Este fracasso da estratégia inicialmente delineada levou-nos, entdo, a procura de alternativas
para o trabalho que nos propuséramos efectuar. Estas passaram, basicamente, pela associagio do
processo de extracgio desenvolvido a processos de derivatizagio clissicos para este tipo de
compostos, embota apenas esporadicamente aplicados a matrizes alimentares. Passaram também pelo
uso de padrdes intetnos adequados, capazes de mascarar as dificuldades causadas pelo elevado
ntimero de etapas dos procedimentos analiticos estabelecidos e de propotcionar resultados analiticos
de boa qualidade. O resultado foi o estabelecimento de duas metodologias distintas dedicadas, a
ptimeira, 2 determinagio de diaminas, poliaminas e aminas aromdticas, €, a segunda, 2 determinacio
de histamina. A sua explicagio detalhada bem como os resultados obtidos na sua validagdo € feita nos
capitulos 4 e 5, que se seguem a um capitulo inteiramente dedicado 4 descricio dos materiais e dos
reagentes usados. No capitulo 4 sio referidos também os estudos de optimizagdo do processo de

extrac¢io usado, comum a ambos os métodos.

Finalmente, e depois de cerca de um ano em que o trabalho experimental executado foi
residual, devido a uma série de avarias consecutivas do equipamento até ai usado, (e se, como diz o
ditado, tudo o que ¢ mau tem o seu lado positivo, neste caso permitiu-nos debrugar com mais
profundidade sobre as possibilidades de contornar os problemas anteriormente referidos) deu-se o
regresso ao uso do cloroformato de isobutilo como agente derivatizante, agora através de um

metodologia analitica diferente, baseada num processo bifasico com tolueno, capaz de dispensar a
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fase prévia de extrac¢io dos compostos. A metodologia estabelecida, embora menos intetessante do
que a original em termos de simplicidade de execugio, acabou por se aproximar bastante daquele que
era o objectivo inicial, a0 permitir a quantificagdo da generalidade das aminas de interesse, excepgio
feita & espermidina e 4 espermina. Aos processos de derivatizacio com cloroformato de isobutilo é
dedicado o capitulo 6, onde é feita uma descri¢do dos trabalhos de optimizagio efectuados e sio

apresentados os resultados obtidos na validagao da metodologia finalmente estabelecida.

No que se refere ao segundo vector por que se orientou o trabalho realizado, ou seja, 4
aplicagdo dos procedimentos analiticos estabelecidos as amostras de mosto e de vinhos do Porto
previamente seleccionadas, pode afirmar-se ter o trabalho experimental decorrido sem "sobtessaltos"
de maior, com excep¢io do facto da grande maioria das amostras tet sido analisada pelo método
inicialmente desenvolvido com cloroformato de isobutilo, tendo os resultados obtidos nessas
determinagdes sido rejeitados posteriormente na sua totalidade. Os resultados finalmente obtidos
bem como o tratamento estatistico efectuado com base nos mesmos sio apresentados nos capitulos 7

e 8.
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CAPITULO 3

REAGENTES E EQUIPAMENTOS USADOS NA EXECUCAO
DA PARTE EXPERIMENTAL DESTA DISSERTACAO

3.1. Reagentes
3.1.1. Padr&es de aminas
3.1.2, Padrées internos deuterados
3.1.3. Outros padrdes internos
3.1.4. Reagentes derivatizantes
3.1.5. Outros reagentes
3.1.6. Reagentes usados no método de HPLC
3.1.7. Gases \

3.2. Equipamentos
3.2.1. Sistemas de GC-MS
3.2.2. Sistema de HPLC
3.2.3. Outra aparelhagem
3.2.4. Consumiveis

175



Capitulo 3 - Reagentes e equipamento

176



Capitulo 3 - Reagentes e equipamento

3.1. Reagentes

3.1.1. Padtdes de aminas

Para a preparagdo das solugbes padrio das aminas em estudo usaram-se reagentes com o
maior grau de pureza comercialmente disponiveis, alguns dos quais na sua forma livre e outros na sua
forma hidroclorada. Amilamina, 1,6-diaminohexano.2HCl, dietilamina.HCl, dimetilamina. HCI,
espermidina.3HCI, espermina.4HCI, feniletilamina. HCl, isopropilamina, isobutilamina, hexilamina,
morfolina, piperidina. HC, pirrolidina e propilamina foram fornecidos pela firma Aldrich (Milwaukee,
WI, Estados Unidos)®. Butilamina, etilamina.HCL, metilamina. HC] foram fornecidos pela firma Fluka
(Buchs, Suica). Cadaverina.2HCI, 1,3-diaminopropano.2HCl,  histamina.2HC], isoamilamina,
2-metilbutilamina, putrescina.2HCI, tiramina.HCI foram fornecidos pela firma Sigma (St. Louis, MO,

Estados Unidos). Apés a primeira utilizagio, os reagentes foram conservados em atmosfera de azoto,

* . N . . ’qe ~ - .
Todos os reagentes das marcas Aldrich, Fluka e Sigma foram obtidos por intermédio da representacio em Espanha do consércio
actualmente responsivel por aquelas marcas: Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha).
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A temperatura indicada pelo fabricante (dentro de um exsicadot, no caso dos reagentes guardados a

temperatura ambiente).

De cada um dos compostos, prepararam-se solugdes a 2 g/L (composto livre) em solugdo
aquosa de HCl 0,1 M, que foram armazenadas no frigorifico, a 4 °C, em frascos silanizados de 5 mL
providos de rolha com membrana de Teflon®. A preparagio de solugdes diluidas com a concentragao

requerida pela metodologia em causa foi feita no momento da andlise.

3.1.2. Padrdes internos deuterados

Os compostos deuterados usados como padrdes internos nas diferentes metodologias — [2Hs]
Etilamina, [x,a,8,8-2H]Histamina, [2Hs;]Metilamina, [2Hg]Pirrolidina e [2Hg]Putrescina (todos na
forma hidroclorada, com excepgio da pirrolidina) — foram fornecidos pela firma CDN Isotopes
(Quebec, Canads), por intermédio da firma Interchim (Montlugon, Franca). A exemplo dos padrdes
de aminas, prepararam-se solugdes a 2 g/L de cada (composto livre) em solugio aquosa de HCI 0,1
M, e guardaram-se a 4 °C em frascos silanizados do mesmo tipo. A preparagio de solugbes de
trabalho diluidas com a concentragio requerida pela metodologia em causa foi feita no momento de

utilizagio.

3.1.3. Outros padrdes internos

Os restantes padrdes internos utilizados foram adquiridos na  Aldrich —
1,7-diaminoheptano.2HCl, N-(3-aminopropil)-1,3-propanodiamina [not-espermidina] e N,N'-bis(-(3-

-aminopropil)-1,3-propanodiamina [nor-espermina] — e na Sigma — anfetamina e heptilamina.

A preparagio de solugdes destas substincias foi feita como indicado acima.
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3.1.4. Reagentes derivatizantes

Os reagentes derivatizantes usados nas metodologias de GC-MS desenvolvidas — anidrido
heptafluorobutirico (HFBA), brometo de petfluorobenzilo (PFBBr) e cloroformato de isobutilo —
foram fornecidos pela Aldrich, os dois primeiros, ¢ pela Sigma, o terceiro, tendo sido armazenados a
4 °C. No caso do PFBBY, a respectiva solugdo de trabalho (uma solugio a 25 % em acetonitrilo) foi

preparada diariamente no momento da sua utilizagio.

3.1.5. Outros reagentes

A solugio aquosa de HCI 0,1 M usada em virias etapas do trabalho experimental, em especial
na preparagdo das solugdes padrio das aminas em estudo e no processo de extrac¢io por pat-iénico,
foi adquirida, j4 com a concentragio referida, na Fluka, tendo diso armazenada no frigorifico, a 4 °C.
Para a preparagio de solugdes diluidas de NaOH usaram-se solu¢des do composto em concentragdes
10 M e 2 M, também fornecidas pela Fluka, as quais foram igualmente armazenadas no frigorifico, a

4°C.

A N-diisopropiletilamina foi fornecida pela Aldrich e armazenada a 4 °C. A respectiva solugio
de trabalho (solugido a 10 % numa mistura de acetonitrilo:isopropanol 1:1) foi preparada diariamente

no momento da sua utilizacio.

O reagente de par-i6nico hidrogenofosfato de bis-(2-etil-hexilo) foi fornecido pela Aldrich. A
respectiva solugdo de trabalho (uma solugio 0,1 M em cloroférmio) foi também preparada

diariamente no momento da sua utilizagio.

O acetato de etilo, o acetonitrilo, o cloroférmio, o diclorometano, o isopropanol, o metanol e
0 tolueno (todos com pureza = 99,5% e protegidos da humidade por crivo molecular?) foram

adquiridos 4 Fluka.

" Over molecular sieve, na designagio anglo-sax6nica
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Os sais de fosfatos usados na preparagio de tampdes foram adquiridos a Merck (Darmstad,
Alemanha) com um grau de pureza correspondente a designagdo p.a. O NaOH usado na preparagio

da solucio de metanol alcalino teve idéntica origem e a pureza era também a mesma.
O Carbowax 1000 ou polietlenoglicol 1000 foi adquirido a Fluka.

A dgua usada na generalidade do trabalho, em particular na preparagio de solugdes dos
reagentes usados, de tampdes, de solugdes de acidos e bases, etc., foi dgua destilada sujeita a um

processo de desionizagio num aparelho apropriado (Seralpur Pro 90 CN).

3.1.6. Reagentes usados no método de HPLC

Os padrdes utilizados de acido lactico, dcido acético, dcido tartirico, 4cido milico, acido
succinico e acido citrico foram fornecidos pela Fluka e pela Aldrich. Todos eles apresentavam uma
pureza superior a 98 %. O padrio interno utilizado, o icido benzilmalénico, foi também fornecido

pela marca Fluka.

A resina de troca catiénica Dowex-50W-X8 (100-200 mesh) foi adquirida na Fluka. Esta
resina foi activada por uma sequéncia de lavagens, com metanol, 4gua destilada, 4cido cloridrico 0,1

M e novamente agua destilada.

O reagente detivatizante usado — O-(4-nitrobenzil)-IN,N -diisopropilisourea — foi fornecido
por trés diferentes empresas: Sigma, Fluka e Regis (Morton Grove, 1L, EUA). O reagente da Fluka
tinha um grau de pureza supetior a 90 %, enquanto nos outros casos o grau de pureza ndo era

mencionado. Nos trés casos, o reagente foi usado sem qualquer processo adicional de purificagio.

Os eluentes utilizados no processo cromatogrifico — acetonitrilo, de grau Lichrosolv,
adquirido na Merck (Darmstadt, Alemanha) e dgua (idéntica a atrds referida) — foram filtrados por
uma membrana de 0,22 um de porosidade da marca Shleicher & Schull (Dassel, Alemanha) e
desgaseificados por um sistema de vicuo, durante 15 minutos. O dioxano também foi adquitido a

Merck, apresentando um grau pureza p.a..
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3.1.7. Gases

Como gis de arraste nos processos de cromatografia gasosa usou-se hélio do tipo NG60, que
corresponde a0 mais alto grau de pureza daquele gis que se encontra cometcialmente disponivel:
99,9999 % de pureza. Para a evaporagio das amostras usou-se azoto do tipo alphagaz 2, com um grau

de pureza de 99,9995 %. Ambos os gases foram fornecidos pela Ar-Liquido (Maia, Portugal).

3.2. Equipamentos

3.2.1. Sistemas de GC-MS

Na execugdo deste trabalho usaram-se dois aparelhos distintos de GC-MS, ambos da marca

Hewlett-Packard (HP; Palo Alto, CA, Estados Unidos).

O primeiro era constituido por um cromatdgrafo de gases, modelo HP GC-5890, equipado
com um injector do tipo "split-splitless” e associado a um detector selectivo de massa, modelo HP
MSD-5970B. O injector estava equipado com um septo pré-furado de 9 mm de didmetro, um "insert"
de 4 mm de didmetro interno e 8 cm de comptimento, com uma constricio em cada umas
extremidades, e um divisor de fluxo revestido com um banho de ouro; as duas primeiras pegas, septo
e insert, foram substituidas ap6s cada série de injecgSes — padrdes mais amostras — o que, em regra,
cotrespondeu a cerca de 30-40 injecgdes; a outra pega, divisor do fluxo, foi substituida com menor
periodicidade, em fungdo da observagio visual do seu aspecto. A ligagio do cromatégrafo de gases ao
detector de massa era feita através de uma interface directa sujeita a aquecimento, 280 °C em regra, no
interior da qual era colocada a extremidade da coluna cromatografica. O aparelho estava acoplado a
um sistema de controlo, aquisi¢do e tratamento de dados fornecido pela HP — “MS Chemstation
software G1034” — instalado num computador HP Vectra XM 5/120. Este sistema foi usado no
desenvolvimento e na aplicagdo a todas as amostras estudadas das metodologias analiticas baseadas
no uso de anidrido heptafluorobutirico e de brometo de perfluorobenzilo como reagentes
detivatizantes. Foi também usado, durante grande parte do processo de desenvolvimento da

metodologia analitica baseada no uso de cloroformato de isobutilo como reagente derivatizante.
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O segundo aparelho, adquitido em Agosto de 2000 pelo Servico de Bromatologia da FFUP, e
que foi fundamental para a conclusio da parte expetimental desta dissertagdo, tendo em conta a
inoperacionalidade entretanto vetificada com o aparelho anterior, era constituido por um
cromatégrafo de gases, modelo HP GC-6890, equipado com um injector "split-splitless" e com um
sistema electrénico de controlo do fluxo gasoso e associado a2 um detector selectivo de massa, modelo
Agilent’ MSD-5973N. As pegas méveis do injector eram iguais as referidas para o outro aparelho e a
sua substituicio feita com os mesmos critérios anteriormente assinalados. A ligagio do cromatografo
de gases ao detector de massa era feita igualmente através de uma interface directa sujeita a idéntico
aquecimento. O controlo do aparelho era assegurado por um sistema de controlo, aquisi¢do e
tratamento de dados fornecido pela Agilent — MS Chemstation G2578A — instalado num computador
HP Kayak XM 600 PC. Este aparelho foi usado na fase final do desenvolvimento e na totalidade da
aplicagio as amostras em estudo da metodologia analitica baseada no uso de cloroformato de

isobutilo como reagente derivatizante.

Em ambos os aparelhos, a calibragio das massas foi feita de forma automatizada com recurso
a perfluorotributilamina e os cromatogramas i6nicos totais (ou tragados i6nicos totais) foram obtidos
por impacto electrénico a 70 eV. A temperatura da interface foi mantida a 280 °C e a tensdo do
multiplicador de electrdes ajustada para um valor superior em 200 V a0 valor obtido no processo de
sintonizacio automitica préprio de cada aparelho. Outras condigbes relevantes usadas na obtengio
dos cromatogramas, designadamente as massas seleccionadas nos processos de monitorizagio
selectiva de ides e os parimetros mais relevantes em cromatogtafia gasosa (temperaturas, fluxos, etc.)
serio consideradas em pormenor aquando da abordagem de cada uma das metodologias

desenvolvidas.

As caractetisticas das colunas usadas para a separagio cromatogrifica dos compostos serdo

mencionadas nos capitulos dedicados as metodologias analiticas desenvolvidas.

* A matca Agilent corresponde A nova designagao comercial de toda a gama analitica anteriormente designada por HP.
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3.2.2.Sistema de HPLC

Usou-se um crématografo liquido de alta resolugio da marca Gilson (Villiers le Bel, Franca),
equipado com duas bombas, modelo 305 ¢ 306, e com um injector manual Rheodyne (Cotati, CA,
EUA), modelo 7125, provido de um loop de 10 pL. O detector UV utilizado foi igualmente da marca
Gilson, modelo 118, de comprimento de onda varidvel acoplado a um integrador marca Varian

(Harbor City, CA, EUA) modelo 4290.

Para a separacio dos 4cidos orginicos usou-se uma coluna da marca Waters (Milford, MS,
EUA), modelo Spherisotb ODS-2 (150 x 4,6 mm, 3 pm de didmetro de particula) e uma pré-coluna
da marca Macherey-Nagel (Diiren, Alemanha), modelo Nucleosil Ci5 (30 x 4 mm, 3 um).

3.2.3. Outra aparelhagem

As determinagdes de pH foram executadas num aparelho de medicio de pH da marca
Metromh (Herisao, Suiga), modelo 632, equipado com um eléctrodo de jungio liquida da marca
Russell (Fife, Escocia). A calibragio do aparelho foi feita com tampdes de pH (4, 7 ¢ 9) fornecidos
pela Russel.

As reacgBes de derivatizagio a quente foram executadas num aparelho préprio, da marca
Pierce (Rockford, IL, Estados Unidos), modelo "reacti-therm" 18790, com capacidade para 9 tubos e

com um sistema de evaporagio de solventes alimentado a azoto.

Todas as operagbes de centrifugacio foram executadas num aparelho da marca Heraeus
Sepatek (Osterode, Alemanha), modelo Labofuge Ae. Tendo em atengio as dimensdes do rotor, uma

velocidade de rotagio de 5000 rpm correspondia a 3500 g,

A agitagio mecénica dos tubos foi executada num agitador do tipo vortex, da marca Heidolph

(Alemanha), modelo Reax 2000.

As pesagens foram feitas em balangas da marca Mettler Toledo (Greifensee, Sui¢a), modelos

AE 200 e AG 204.
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Para a limpeza das seringas (feita no final de cada injecgio) usou-se um sistema de limpeza a
quente com funcionamento a pressio reduzida, da marca Hamilton Company (Reno, NE, Estados

Unidos).

As pipetas usadas ao longo do trabalho foram da marca Gilson (Villiers le Bel, Franca),

tendo-se usado pontas descartiveis da mesma marca.

3.2.4. Consumiveis

Para as reaccdes de derivatizagio usaram-se frascos de vidro silanizado de 5 mL com rolhas

internamente cobertas com Teflon®, da marca Supelco (Bellefonte, PA, Estados Unidos).

Para a injecgdio no sistema cromatogrifico usaram-se seringas da marca Hamilton (Bonaduz,
Suica) de 10 pl. de volume total, com uma agulha de 7 cm de comprimento e ponta em forma de

bisel.

Nos sistemas de injec¢io dos aparelhos de GC-MS usaram-se septos pré-furados da marca
Supelco, modelo Thermogreen LB-2. Todos os restantes consumiveis trespeitantes as referidas

aparelhagens foram da marca HP /Agilent.
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CAPITULO 4

DETERMINACAO DE DIAMINAS, POLIAMINAS E AMINAS
AROMATICAS EM VINHOS DO PORTO E EM MOSTOS

DESENVOLVIMENTO DE UMA METODOLOGIA BASEADA NUM
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4.1. Introdugio

O presente capitulo é dedicado a0 método de GC-MS desenvolvido para a determinacio de
diaminas, poliaminas e aminas aromadticas em vinhos do Porto e em mostos. O método pode ser

dividido em trés partes fundamentais:

¢ Extracgio das aminas por um processo de pat-idnico, com

hidrogenofosfato de bis(2-etil-hexilo)
¢ Derivatizagio dos compostos com anidrido heptafluorobutirico

¢ Anilise dos derivados obtidos por GC-MS em modo SIM

Tendo em vista a clareza da explanagio, optimos por esquematizar o capitulo da seguinte
forma:
a) Inicialmente é feita a descricio do procedimento analitico desenvolvido e das

condigbes operatdrias estabelecidas a titulo definitivo (posteriormente usadas na

andlise das amostras em estudo).
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b) Em seguida, é feita a discussio do referido procedimento. Nessa discussdo estio

d

incluidas breves revisdes da literatura sobre os processos usados para a extracgao dos
compostos e para a sua derivatizagio, de forma a permitir 20 leitor um bom
enquadramento em ambos os topicos. Sio relatadas as experiéncias executadas
durante a fase de desenvolvimento do método e é feita a discussio das opgoes

tomadas.

Finalmente, sdo relatados os testes efectuados para a validagio do método, os

resultados obtidos nos mesmos e a respectiva avaliagao.
Em anexo, sido apresentados:

Os espectros de massa referentes aos derivados heptafluorobutiricos obtidos e um

breve estudo sobre a tespectiva elucidagio.

As curvas de recuperagio obtidas para todas as aminas estudadas em duas matrizes

distintas: vinho do Porto e mosto.

4.2. Procedimento analitico

4.2.1. Processo de extracg¢io

4.2.1.1. Vinhos

A uma aliquota de 10 mL de amostra colocada em tubo de polipropileno de 15 mlL,
adicionou-se 300 pL de HCI 0,1 M e 100 uL de uma solugio em HCI 0,1 M contendo os padrdes
internos ([?Hg]putrescina a 200 pg/ml; anfetamina a 100 png/ml; 1,7-diaminoheptano a 100 pg/ml,;
nor-espermidina a 20 pg/mL ¢ nor-espermina a 20 pg/ml.) de forma a obter-se concentragdes finais
de, respectivamente, 2,0, 1,0, 1,0, 0,2 € 0,2 mg/L. Acidificou-se a amostra com 1,0 mL. de HC12M e
deixou-se em repouso durante toda a noite (cerca de 12 horas) de forma a promover a precipitagio de
material de origem proteica e de polifendis. Centrifugou-se, entdo, a amostra, durante 10 minutos a
5000 rpm (correspondente a 3500 g na centrifuga utilizada) ¢ decantou-se, em seguida, para tubo

idéntico.
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A amostra assim tratada foi seguidamente evaporada sob uma corrente de azoto, a
temperatura ambiente, at€ 8-8,5 mL, de forma a promover a quase total eliminagio do etanol
presente. Ajustou-se o pH a 7,4 pela adigio gota a gota de uma solugio concentrada de KOH,
inicialmente, e de uma solugio diluida do mesmo composto, em seguida, e, finalmente, adicionou-se 2
mL de uma solugdo tampio de fosfatos 0,5 M a pH 7,4, de forma a tamponar convenientemente o

melo.

Uma aliquota de 5,0 mL da amostra desalcoolisada e tamponada foi entio colocada num
outro tubo idéntico aos anteriores e extraida com 5,0 mL de uma solugio de hidrogenofosfato de
bis(2-etil-hexilo) BEHPA)" 0,1 M em clorof6rmio, por agitagio manual durante 5 minutos seguida de
uma agitagio em vortex durante 30 segundos. Centrifugou-se a mistura durante 5 minutos a 5000
tpm e retirou-se cuidadosamente uma porgio de cerca de 4 mL da fase cloroférmica (fase inferior)
para um tubo idéntico ao qual se adicionou a mesma quantidade de HCI 0,1 M. Procedeu-se, entio,
a0 processo de reextracgio dos compostos, agitando-se e centrifugando-se como antetiormente. A

fase aquosa resultante (fase superior) ficou apta para ser sujeita ao processo de derivatizacio.

4.2.1.2. Mostos

A uma aliquota de 8,0 mL de amostra (previamente descongelada e centrifugada de forma a
permitir a separagdo das partes s6lidas), colocada em tubo de 15 ml., adicionou-se 100 pL de uma
solugio em HCI 0,1 M dos padtdes internos (os mesmos usados nas amostras de vinhos). De forma
idéntica 4 descrita para os vinhos, acidificou-se a amostra com 1,0 mL de HCl 2 M e deixou-se em
repouso durante toda a noite (cerca de 12 horas) de forma a promover a precipitagio de material de
origem proteica e de polifendis. Centrifugou-se, entio, a amostra, durante 10 minutos a 5000 rpm e

decantou-se, em seguida, para tubo idéntico.

Ajustou-se o pH a 7,4 pela adigio gota a gota de uma solucio concentrada de KOH,
inicialmente, e de uma solucio diluida do mesmo composto, em seguida, e, finalmente, adicionou-se 2
mL de uma solugdo tampio de fosfatos 0,5 M a pH 7,4 de forma a tamponar convenientemente o

meio. O processo restante foi executado de forma exactamente igual 2 descrita para os vinhos.

"A designagio BEHPA ¢ usualmente empregue, correspondendo as iniciais da denominagio do reagente em lingua inglesa —
Bis(ethylhexyl)phosphate.
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4.2.2. Processo de derivatizagao

Em frasco de vidro silanizado de 5 mL, evaporou-se até 4 secura, sob uma ligeira corrente de
azoto e a 70 °C, uma aliquota de 100 pL do extracto cloridrico obtido no processo extractivo. Apés
evaporagio total, adicionou-se a0 tesiduo 200 ul. de acetonitrilo e 200 uL de anidrido
heptafluorobutirico, agitou-se ligeiramente, de forma a promover a total dissolugio do residuo,
fechou-se o tubo com uma tampa revestida com Teflon® e procedeu-se a derivatizagdo dos
compostos por aquecimento a 80 °C durante 60 minutos (apés os primeiros 5 minutos de
aquecimento deu-se um ligeiro aperto na tampa, de forma a garantir a estanquicidade do tubo; em
cada 15-20 minutos, agitou-se ligeiramente o tubo durante alguns segundos, de forma a facilitar o
desenvolvimento da reacgio). Uma vez concluido o processo reaccional, deixou-se arrefecer o tubo e
o respectivo contetido e evaporou-se o meio reaccional até 4 secura, de novo sob uma ligeira corrente
de azoto, mas a frio. Uma vez obtido o residuo que continha os derivados formados, dissolveu-se o
mesmo com 1,0 mL de tampdo fosfato 0,5 M a pH 7 e extrairam-se os derivados com 3,0 mL de
diclorometano, agitando-se durante cerca de 1 minuto. Transferiu-se, entdo, a maior quantidade
possivel, em geral cerca de 2,5 mL, do extracto orginico (diclorometano) para um tubo idéntico, no
qual tinha sido colocada uma pequena quantidade de sulfato de sédio anidro (cerca de 100 mg).
Agitou-se durante cerca de 1 minuto, de modo a promover a completa desidratacio do extracto,
deixou-se em repouso durante 2-3 minutos e transferiu-se o extracto para novo tubo igual, com o
cuidado de evitar a passagem de restos de sulfato de sédio. Finalmente, evaporou-se o extracto até 2
secura, mais uma vez sob uma ligeira corrente de azoto e a frio, e dissolveu-se o residuo em 100 pL
de acetato de etilo, contendo 0,2 % (m/v) de Carbowax 1000 M. Guardaram-se as solugdes a -20 °C

até a0 momento da injec¢do no sistema cromatografico.

4.2.3. Condigdes operatdrias

Introduziu-se, manualmente, no apatelho de GC-MS 1,0-1,5 uL da solugéo contendo os
compostos detivatizados, no modo de splitless (purge-off time: 60 s), com o injector 4 temperatura de

280 °C. Para a separagio cromatogrifica usou-se uma coluna capilar” de silica fundida, revestida com

* . . , - R . -
Designam-se por colunas capilares as colunas tubulares abertas, construidas em vidro ou silica fundida. Neste texto, seri usada a
1* designacio, que é a mais frequentemente usada na giria cromatografica, como sublinhado por outros autores [Chaves das
Neves e Freitas, 1996a].
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uma fase ligada de dimetilsiloxano com 5 % de grupos fenilo — DB-5MS da J&W Scientific (Folsom,
CA, Estados Unidos) — com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessuta da fase estaciondria. Usou-se também uma pré-coluna, com igual didmetro interno, com
cerca de 2,5 metros de comprimento e da qual periodicamente eram cortados os primeiros trinta
centimetros. A unido entre a pré-coluna e a coluna foi feita com um ligador de vidro apropriado®. A
pressdo do gis de arraste 4 entrada da coluna foi de 80 kPa e usou-se um gradiente de temperatura,

programado da seguinte forma:

Temperatura inicial: 80 °C, mantida durante 1 minuto
Incremento de 15 °C/minuto, até 210 °C

Incremento de 20 °C/minuto, até 290 °C

Constante a 290 °C, durante 5 minutos

Tempo total: 18 minutos

Como ¢ norma sempre que se procede a0 desenvolvimento de uma metodologia de GC-MS

usaram-se, em tempos diferentes, dois modos distintos de aquisi¢io de dados cromatogrificos.

Inicialmente, de forma a estabelecer o tempo de retengdo de cada composto e a obter o
respectivo espectro de massa, a aquisi¢io de dados foi feita em modo de varrimento continuo, numa

gama de massas de m/z 50 a m/z 700.

Uma vez estabelecidas as condi¢Ses de separagio cromatografica, e tendo como objectivo a
quantificagdo dos compostos em anilise, a aquisigio de dados foi feita em modo de monitorizagio
selectiva de ides, tendo-se usado trés grupos diferentes de ides diferenciados no tempo, de acordo
com o indicado na Tabela 4.1. A escolha dos ides a monitorizar foi feita em funcio da respectiva
abundancia no espectro de massa dos compostos em estudo (aminas mais padrbes internos) e da sua
especificidade, num minimo de 3 iGes para cada composto. O tempo de monitotizacio de cada iio foi
de 30 ms por ciclo tendo-se mantido o detector desligado durante os primeiros 5 minutos, de forma a

proteger a fonte iénica das perturbagdes causadas pela passagem do excesso de solvente.

* . . -~ .
Press-fit union, na designagao inglesa.
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TABELA 4.1

PROGRAMA DE AQUISICAO DE DADOS EM MODO DE MONITORIZAGAO SELECTIVA DE IOES
USADO PARA A QUANTIFICACAO DAS AMINAS EM ESTUDO

Valores de m/z

Grupo 1 (5 min — 8,3 min) 91, 104, 118, 226, 228, 240, 254, 4606, 480, 488
Grupo 2 (8,3 min — 10 min) 107, 120, 226, 280, 303, 316, 339, 353, 494, 508
Grupo 3 (10 min — 18 min) 130, 226, 254, 266, 326, 339, 356, 536, 564, 576
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4.2.4. Quantificagido

Para a quantificagio das aminas em estudo, construiram-se curvas de calibragdo a partir de
solugSes padrio sujeitas a um tratamento rigorosamente igual ao das amostras. As solugdes padrio
foram preparadas pela adi¢io da quantidade requerida de cada uma das aminas e dos padtdes internos
a matrizes sintéticas preparadas de forma a mimetizar os diferentes tipos de amostras em estudo. A

composigio das referidas matrizes é apresentada na Tabela 4.2.

Tendo em vista a maximizagdo da qualidade dos resultados obtidos e atendendo ao tipo de
funcionamento dos detectores de massa, que exigem uma optimizagio periédica dos diversos
pardmetros relevantes para o seu funcionamento (calibra¢io das massas, regulacio das diversas lentes
electronicas, tensio do multiplicador de electtdes, etc.), todo o trabalho analitico visando a
quantificagio dos compostos em estudo foi realizado por "séries". A cada série correspondeu um
branco ou padrio zero (matriz sintética adicionada apenas de padtdes internos), um conjunto de
cinco ou seis solugdes padrio (com concentragSes crescentes de cada uma das aminas a quantificar,
mas nio necessariamente iguais para todas elas, de forma a cobrir a gama de teores esperados nas
amostras) e um numero de amostras (vinhos ou mostos) a analisar variando geralmente entre dez e

quinze.

Na pritica, as solugdes padrio foram preparadas no inicio do procedimento analitico, pot
adi¢do 4 matriz sintética usada (10 mL no caso dos vinhos e 8 mL no caso dos mostos) de volumes
fixos (em regra 100 pL) de misturas de aminas em HCl 0,1 M previamente preparadas com as
concentragOes pretendidas (em regra, usaram-se trés diferentes tipos de misturas cotrespondentes a
diaminas, a poliaminas e a aminas aromiticas, o que perfazia um total de 300 pL). Em seguida
mediu-se a mesma quantidade das amostras a analisar (10 mL no caso dos vinhos e 8 mL. no caso dos
mostos) e adicionou-se uma quantidade de HCI 0,1 M igual 4 usada na adigio de solucdes de aminas
(300 pl) de forma a igualar os volumes (no caso especial das amostras usadas para ensaios de
recuperagdo, a sua preparagio foi igual A das solugdes padrio, nio havendo naturalmente lugar 2
adicdo de solugio de HCI). A partir dai, todo o conjunto, padrdes mais amostras, foi tratado em
simultaneo, rigorosamente da mesma forma, desde a adi¢io dos padrdes internos até a0 momento da

injecgdo no sistema cromatografico.
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TABELA 4.2

COMPOSICAO DAS MATRIZES SINTETICAS USADAS PARA A PREPARAGAO DE SOLUGOES PADRAO

Vinho do Porto Vinho de mesa Mosto
Etanol 200 mL 120 mL —
Glicerol 60g 60g -
Frutose 0g 02¢g 125 g
Glucose 40 g — 125 ¢
Acido tartarico 1,75¢g 2g 30g
Acido malico 10g 05g 15g
Acido lactico 025 ¢ 10g —
Acido citrico 04¢g 04g 04¢g
Acido acético 05g 05g —
Acido succinico 05g 10g —
Acido fosférico 02g 02g 02¢g
Acido tanico 18¢ 18¢g 18¢g
Acetaldeido O1g O1g —
Cloreto de sodio 01¢g 01g 01g

pH
Agua

ajustar até 3,5

q.b.p. 1000 mL

ajustar até 3,4

q.b.p. 1000 mL

ajustar até 3,8

q.b.p. 1000 mL
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A anlise cromatogrifica do conjunto de solugdes preparado dentro da mesma série foi feita
em duplicado, numa sequéncia que comegava pala 1* injeccio dos padrdes, por ordem crescente de
concentragdo, continuava pela 1* injecgio de cada uma das amostras, depois pela 2° injeccio das
mesmas amostras, em regra pela ordem inversa da usada na 1* injeccio, e terminava com a 2° injecgdo
de cada um dos padrdes, de novo por ordem crescente de concentracdes. Na mudanga de padrées
para amostras e vice-versa era injectado ¢ imediatamente verificado o branco, de forma a garantir a
inexisténcia de residuos provenientes das injeccdes antetiores. Durante o procedimento analitico
correspondente a uma série, todas as condigdes do aparelho de GC-MS relevantes para os resultados
obtidos permaneceram constantes. No caso de se tornar obrigatério mudar essas condi¢des, em
fungio de imponderdveis como falhas de energia ou avarias no aparelho, a sequéncia normal de
injecgSes era interrompida, sendo considerados apenas os resultados obtidos na 1° injec¢io de
padrGes e amostras caso a mesma tivesse sido completada, ou sendo eliminados totalmente no caso

de ainda se estar na 1* injecgio.

Uma vez obtidos os cromatogramas correspondentes a padrSes e amostras, usou-se para fins
quantitativos o sinal analitico proveniente de cromatogramas de massa’, diferentes para cada
composto. A escolha do valor de m/z foi feita de acordo com a abundincia do ifo respectivo no
espectro de massa do composto em causa, a sua especificidade e a auséncia de interferentes. No caso
das aminas para as quais se usou os respectivos isétopos deuterados como padrio interno, usaram-se
valores de m/z correspondentes 4 mesma fragmentaciio, para o composto e para o respectivo padrio

interno (Tabela 4.3).

A integracio das dreas foi feita na op¢io de modo manual permitida pelo "software" usado
para o efeito. A partr dos valores obtidos nos cromatogramas telativos aos padrdes para cada uma
das aminas e para o respectivo padrio interno, construiram-se curvas de calibragio, colocando-se
como ordenadas os valores correspondentes 4 relacio 4rea do pico de composto/érea do pico de
padrio interno e como abcissas as respectivas concentragdes do composto. A determinacdo do teor
de cada amina nas amostras foi entio feita pela interpolagio da relagio 4area do pico de
composto/area do pico de padrio interno na curva de calibragio respectiva. Em cada série analitica,

construiram-se duas curvas de calibragio, uma para cada injecgdo, obtendo-se, consequentemente,

o . ; . N
Designam-se pot cromatogramas de massa ou cromatogramas 1onicos reconstruidos os grificos em fungiio do tempo da
intensidade registada a um valor de m/z especifico.
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para cada amostra também dois resultados. Os resultados finais considerados corresponderam a

média dos dois valores obtidos.

TABELA 4.3

IOES USADOS COM FINS QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS PARA AS AMINAS BIOGENICAS
ENSAIADAS E PARA OS RESPECTIVOS PADROES INTERNOS

Composto Tempo de Retengio Id0 Q2 Outros iGesP
(min) (m/2) (m/2)

1,3-Diaminopropano 6,81 254 226, 240, 466
2-Feniletilamina 7,00 104 91, 226
Putrescina 7,91 480 226, 240, 254
Cadaverina 8,66 494 226, 280
Titamina 8,93 316 226, 303
1,6-Diaminohexano 9,20 508 226, 339
Espermidina 11,14 254 226, 266, 536, 564
Espermina 13,03 254 226, 576
Anfetamina 6,97 118 91, 240
[2Hg]Putrescina 7,87 488 228
1,7-Diaminoheptano 9,79 353 226
not-Espermidina 10,70 254 226, 254
nor-Espermina 12,56 254 226, 254

2 ijo usado para a quantificagio
b jdes usados para confirmat a identidade do composto
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4.3. Desenvolvimento do método e discussio

4.3.1.Processo de extracg¢io

4.3.1.1. Extracgdo de aminas por agentes de par-iénico. Consideragdes prévias

De uma forma genérica, pode afirmar-se que os processos de extrac¢do por pat-idnico
correspondem 2 extracgido de compostos ionizaveis presentes em solugdes aquosas por intermédio de
solventes organicos aos quais se adiciona um ido de carga contriria (contra-i3o), capaz de formar com
0s compostos a extrair um par-idnico cujas caracteristicas de solubilidade favorecem a sua
transferéncia para a fase orginica em detrimento da sua permanéncia na fase aquosa. Os pares i6nicos
podem definir-se como espécies neutras formadas pela atracgdo electrostatica entre particulas em
solugdo carregadas com cargas de sinal oposto, as quais podem apresentar lipofilicidade suficiente
para se dissolverem predominantemente em solventes nio-aquosos [Eksborg e al, 1973]. Embora
essa interacgdo seja geralmente representada de acordo com a lei de acgdo de massas, é de enfatizar o
facto de nio haver qualquer tipo de ligacio quimica entre os dois componentes de um pat-iénico,

antes uma mera interac¢io de caricter electrostitico [Quintanar-Guerrero ef al., 1997].

No caso da extracgio de aminas, o processo pode ser esquematicamente representado da

seguinte forma:

AH+aq + HXOl‘g —_—> AHXOl'g + H+aq

Conhecidos de ha muito pelo seu uso na extracgio de ides metilicos, os processos de
extracgao por pat-iénico sofreram um grande incremento na sequéncia dos trabalhos realizados por
Schill e colaboradores no decurso dos anos 60, tendo sido alvo de inumeros desenvolvimentos que

deram origem a uma extensa bibliografia sobre o assunto”. O seu principal interesse reside na

* As melhores fontes bibliogrificas para o estudo aprofundado deste tema serdo, provavelmente, dois livros do autor [Schill, 1974;
Schill ef al, 1984] (ver bibliografia) citados abundantemente por diversos autores, mas aos quais, infelizmente, nio conseguimos
ter acesso. Em compensacio, foi-nos possivel aceder facilmente aos trabalhos originais do autor e seus colaboradores, na sua
grande maioria publicados na revista “Acta Pharmaceutica Suecica”, existente no acervo documental da FFUP. Outra boa fonte
para o estudo deste tema corresponde a0 capitulo 11 - “lon-pair extraction in chromatography”, da autoria de Schill e Persson -
de um livro virias vezes mencionado neste trabalho: “Handbook of derivatives for chromatography”, Blau e Halket [1994].
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possibilidade de "desenhar" processos extractivos extremamente selectivos para determinado
composto ou grupo de compostos, simultaneamente dotados de um elevado rendimento e de grande
reprodutibilidade e, ndo menos importante, de extrema facilidade no que respeita 2 execugio
laboratorial. De entre os compostos alvo deste tipo de extracgio, os compostos aminados mereceram
sempre uma atengio especial, tendo sido desde o inicio objecto de grande nimero de trabalhos, nos
quais foram ensaiados diversos agentes extractivos [Borg e Westerlund, 1970; Gustavii ef al., 1971;

Gustavii e Schill, 1966; Schill, 1965 e referéncias ai citadas; Persson, 1971 e referéncias af citadas].

Uma das principais consequéncias do trabalho desenvolvido por aqueles investigadores, foi o
estabelecimento de processos que consistem no uso de agentes extractivos com massa molecular
elevada capazes de actuar simultaneamente como contra-ides ¢ COMO agentes capazes de formar
aductos com o par-iénico entretanto formado [Modin e Tilly 1968; Modin 1971, 1972]. A extracgio

de aminas por um processo deste tipo pode ser esquematicamente representada da seguinte forma:

AH+aq + nHXorg _— AHX(HX)nl org + H+aq

O agente de eleigio para a extracgio de aminas fortemente hidrofilicas por intermédio de um
processo deste tipo é o hidrogenofosfato de bis(2-etil-hexilo) BEHPA) [Modin e Johansson, 1971;
Modin e Schill, 1975]. Em estudos feitos com uma série de drogas de estrutura aminada (imipramina,
cocaina, procaina, prometazina, etc.) verificou-se que o uso deste composto associado ao cloroférmio
como solvente orginico proporcionava extracgdes quantitativas numa gama bastante alargada de
valores de pH [Hoogewijs e Massart, 1979]. A influéncia de outros factores, como a forca idnica do

meio e a concentracio do agente extractivo foi também estudada em detalhe pelos mesmos autores.

O uso de processos extractivos com BEHPA/cloroférmio associado com a determinagao por
HPLC dos aductos formados esteve na génese de metodologias para a determinago de aminofendis
[Eksborg e al, 1973] e de cafeina, teofilina e outras metilxantinas [Scott e/ al., 1986]. Baseados no
mesmo principio, Hoogewijs e Massart publicaram uma série de artigos sobre o desenvolvimento de
uma estratégia analitica global para a determinagio de drogas bisicas em diferentes formulagdes
farmacéuticas e em fluidos biolégicos [Hoogewijs e Massart, 1983, 1984, 1986 e referéncias citadas

neste ultimo trabalho].
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A utilidade dos processos de extracgio com BEHPA como etapa prévia para a determinagio
de compostos aminados por cromatografia gasosa foi demonstrada por Nelson et al [1979], que
desenvolveram uma metodologia para a determinagio de catecolaminas 3-O-metiladas em urina
baseada numa extraccio com BEHPA/éter etilico e posterior andlise sob a forma de derivados
pentafluoropropiénicos. O grupo de Leferink e colaboradores, por seu lado, desenvolveu
metodologias para a determinagéo de diversos agentes simpaticomiméticos (salbutamol, isoprenalina,
terbutalina, fenoterol e outros) baseadas em extraccGes com BEHPA /acetato de etilo e subsequente

andlise dos compostos sob a forma de detivados sililados [Brandts ef 4/, 1982 e referéncias ai citadas].

Enquanto nestes tltimos trabalhos a derivatizacio dos compostos era feita directamente no
residuo obtido apds evaporacio 4 secura do extracto orginico obtido (acetato de etilo), salientando os
autores que eram necessarios cuidados especiais no que respeita 4 concentracio do agente extractor
devido 4 sua interferéncia no processo cromatogrifico, j4 no trabalho anteriormente citado [Nelson ez
al., 1979] os autores recorreram a um processo prévio de reextraccio’ dos compostos em estudo com
uma solugio diluida de 4cido férmico, sendo a fase aquosa posteriormente liofilizada e sujeita, entio,

ao processo de derivatizagio.

O uso desta etapa complementar de reextracgio dos compostos com uma solugdo aquosa
acida foi também proposto, posteriormente, em metodologias baseadas na analise dos compostos em
estudo por HPLC. Foi o caso do trabalho de Thomsen e Willumsen [1981] que desenvolveram um
método para a determinagio do 4-(5-)metilimidazol em amostras de corante caramelo baseado numa
extracgdo com BEHPA/cloroférmio, reextracgio com solucio diluida de acido fosforico e posterior
andlise por um processo de cromatografia liquida com um agente de par-idénico apropriado, o

dodecanosulfonato de sédio.

Mais recentemente, o grupo de Brunner e colaboradores desenvolveu um método para a
determinacdio de histamina, baseado num processo de extracgdo com BEHPA /heptano seguido de
uma reextrac¢ao com uma solugio diluida de HCl e analise por HPLC, apés derivatizagio com OPA,
inicialmente aplicado 4 quantificagio daquela amina biogénica em produtos alimentares [Velisquez ez
al, 1992] e depois em tecidos e fluidos biolégicos [Tsikas ef a/, 1993]. Significativamente, o método
foi desenvolvido para substituir um outro método anteriormente desenvolvido pelo mesmo grupo de

autores [Czerwonka ef 4/, 1988], cuja tnica diferenca se situava precisamente ao nivel do processo

* . . -~ .
Back-extraction, na designagio inglesa
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extractivo, que era feito com n-butanol, e que se caracterizava, segundo os proprios autotes, pelo

grande nimero de interferéncias impeditivas de uma correcta determinacio do composto.

A nossa primeira experiéncia com 0 uso do BEHPA como agente extractivo ocotreu, no
periodo imediatamente antetior 20 inicio dos trabalhos experimentais conducentes 4 elaboragdo desta
dissertacio, durante o desenvolvimento de um método de GC-MS para o doseamento do
4-(5-)metilimidazol [Fernandes e Ferreira, 1997]. O processo de extraccio desenvolvido baseou-se na
proposta de Thomsen ¢ Willumsen [1981] anteriormente referida, tendo sido feitas algumas
modificacies relativas 2 relagio dos volumes de amostra e de solucdo extractiva e, mais impottante,
em relacio a solugio Acida usada no processo de reextracgao, tendo-se substituido a solucio de icido

fosforico proposta por aqueles autores por uma solugao de acido cloridrico.

Os bons resultados obtidos nesse trabalho, tanto ao nfvel do rendimento e da
reprodutibilidade obtidos, como da efectiva remocio de muitos interferentes, em especial dos
aclicares, extremamente abundantes nas amostras de caramelo, levou-nos a investigar a possibilidade

da sua aplicagio 4 extracgdo das aminas consideradas neste estudo.

4.3.1.2. Ensaios executados para o desenvolvimento do processo extractivo usado

Os primeiros ensaios relativos ao desenvolvimento do processo extractivo usado foram
realizados com solucdes padrio das aminas em estudo e basearam-se na aplicagdo do processo
anteriormente desenvolvido e acima referido. A quantificagio dos compostos foi feita por intermédio
da metodologia cromatografica inicialmente desenvolvida, que cotrespondia 4 determinagio dos
compostos por GC-MS apés detivatizagdo com cloroformato de isobutilo, na presenga de piridina,
isobutanol e acetonitrilo, e extraccio com cloroférmio. Os resultados obtidos foram extremamente
positivos para todas as aminas em estudo, 4 excepgao de duas aminas sulfuradas — cistina e cisteina —
cujo estudo acabou por ser abandonado. Os problemas de irreprodutibilidade do método
cromatogrifico usado, ji referidos na introdugdo a parte experimental, e que motivaram o seu
posterior abandono, acabaram, porém, por prejudicar fortemente o trabatho de optimizagio
efectuado, j4 com recurso a amostras de vinhos e de mostos, tornando dificil a tradugdo em numeros

das vérias experiéncias entio realizadas.
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Cabe aqui abrir um paréntesis para dizer que neste tipo de estudos é comum o recurso a
técnicas de quantificagdo simples, designadamente a processos espectrofotométricos. A op¢do, que
adivinhavamos arriscada, por uma metodologia ainda em fase de validagio — ou seja, na pratica, a
opgéo pelo desenvolvimento em simultineo do processo de extracgio e do processo de derivatizacio,
que se veio a revelar etrada — deveu-se a0 nimero elevado de compostos em estudo e 2

diversificagdo dos mesmos, o que tornava dificil a utilizagio de métodos de analise mais expeditos.

De qualquer forma, os resultados obtidos, apesar de nio serem aqui apresentados (porque
obtidos por uma metodologia nio validada), deram-nos indicacbes extremamente vilidas sobre o
comportamento de algumas aminas, em particular das mais volateis, para as quais o processo
cromatografico em causa sempre originou resultados reprodutiveis. Foi assim possivel estabelecer as

linhas mestras do referido processo extractivo, a saber:

a) Acidificagio das amostras e conservagio durante a noite a 4 °C, de forma a promover
a precipitagio de material proteico e polifenélico, posteriormente separado por
centrifugacio, e de forma a promover a total salificacio das aminas em estudo,

evitando assim possiveis perdas na fase seguinte de evaporacio da amostra.

b) Evaporagio parcial das amostras sob uma corrente de azoto (apenas no caso dos
vinhos), de forma a promover a eliminagio do etanol presente, cuja presenca se

verificou poder influenciar negativamente o rendimento do processo extractivo.
¢) Tamponizagido do meio ao pH mais adequado para a generalidade dos compostos.

d) Extraccdo de uma aliquota da amostra assim preparada (sujeita a evaporagio parcial e
tamponada) com igual volume de solugio 0,1 M de BEHPA em cloroférmio

(agitagdo manual durante 10 min).
e) Centrifugacio.
f) Reextracgdo de uma porcio da fase cloroférmica com igual volume de HCI 0,1 M.
g) Centrifugacio.

h) Utilizagio de uma aliquota da fase aquosa cloridrica para a derivatizacio dos

compostos.

201



Capitulo 4 - Derivatizagdo com anidrido heptafluorobutirico

processo de extracgdo das aminas pelo sistema BEHPA/cloroférmio foi feita com a utilizagdo do
processo de derivatizagio com anidrido heptafluorobutirico descrito neste capitulo, que entretanto
tinha sido desenvolvido, e também com o processo de derivatizagdio com brometo de

pentafluorobenzilo desenvolvido para a determinacio de histamina e que é descrito no capitulo

seguinte.

Uma vez abandonado o referido método cromatografico, a fase final de optimizagio do

O estudo realizado consistiu na escolha das melhores condi¢des de pH para a execugao do

processo. Para o efeito procedeu-se da seguinte forma:

1. Prepararam-se solugdes contendo as oito aminas em estudo (1,3-diaminopropano,

putrescina, cadaverina, 1,6-diaminohexano, espermidina, espermina, 2-feniletilamina e
tiramina) numa concentragio de 2 mg/L, em duas matrizes distintas: d4gua e matriz

artificial de vinho do Porto’.

. A aliquotas de 1,0 mL de cada solugdo adicionou-se 1,0 mL de solugdes tampdo de

fosfatos com diferentes valores de pH: 5,8; 6,2; 6,6; 7,0; 7,4; 7,8 no caso da matriz
artificial de vinho: 6,6; 7,0; 7,4; 7,8 no caso das solugdes feitas em 4gua. Cada solugdo

ficou assim com uma concentracio de 1 mg/L para cada uma das aminas.

. Procedeu-se a0 processo de extracgio para cada uma das solucdes, de acordo com o

esquema acima indicado, usando os seguintes volumes: 2,0 mL de cada solugdo foram
extraidos com igual volume da solugo cloroférmica contendo o agente de par-i6nico;
apés centrifugagio, retirou-se a maior por¢ao possivel da fase cloroférmica, mediu-se
em seguida, rigorosamente, 1,5 mL e extraiu-se com 1,5 mL de solugio aquosa de
HCl 0,1 M. Retirou-se 1,0 mL de fase aquosa, adicionou-se 100 pL de uma solugio
contendo os padrdes internos e procedeu-se a0 Processo de derivatizagio com
anidrido heptafluorobutitico sobre uma aliquota de 100 pL (como os volumes usados
nas duas etapas do processo extractivo foram sempre iguais para as duas fases, as
solucdes cloridricas a derivatizar correspondiam a uma concentracio de 1/1,1 mg/L

para cada amina, caso 0 processo de extrac¢ao tivesse tido um rendimento de 100 %o).

*Ver composigio na Tabela 4.2.

202



Capitulo 4 - Derivatizacao com anidrido heptafluorobutirico

4. Simultaneamente, preparou-se uma solucio em HCl 0,1 M, contendo as mesmas oito
aminas em estudo numa concentragio de 1 mg/L. A uma aliquota de 1,0 mL dessa
solugdo adicionou-se, como anteriormente, 100 pL. de uma solucio contendo os
padrGes internos e procedeu-se, de igual forma, ao processo de derivatizagdo com
anidrido heptafluorobutirico sobre uma aliquota de 100 L (neste caso, a solugdo
cloridrica a derivatizar tinha uma concentragio rigorosa de 1/1,1 mg/L para cada

amina).

5. Injectaram-se, em duplicado, as solugdes contendo as aminas derivatizadas e
compararam-se 0s fresultados obtidos (irea da amina/irea do respectivo padrio
interno) das solugdes que foram sujeitas ao processo extractivo, com os resultados
obtidos com a solugio cloridrica nio sujeita ao referido processo. A relagio, para cada
amina, entre o primeiro e o segundo resultado era correspondente ao rendimento do

processo extractivo. Os resultados obtidos sio apresentados na Figura 4.1.

Da leitura dos resultados pode concluir-se que o processo de extracgio pode considetar-se
quantitativo para todas as aminas em estudo para uma gama alargada de pH, abrangendo os valores
usados na experiéncia. A independéncia do rendimento da extracgdo em relagio ao pH da fase aquosa
tinha sido verificada na extracgio de drogas como a procaina e similares com o pat
BEHPA/cloroférmio, uma vez verificadas determinadas condigdes: concentragio do agente extractor
pelo menos cem vezes superior 4 concentracio do composto a extrair ¢ pH situado entre o pKa da
amina e o pKa do BEHPA [Hoogewijs e Massatt, 1979]. Para alguns compostos, contudo, essa
independéncia do pH nio se verifica, como é o caso do 4-(5-)metilimidazol anteriormente referido
[Thomsen e Willumsen, 1981; Fernandes e Ferreira, 1997). Nesse caso, verificou-se que a pH 6,0 o
rendimento da extracgio era miximo e que havia uma diminuigio notéria para valores de pH

superiores a 7.

Atendendo aos resultados, a escolha do pH finalmente usado foi fundamentada
principalmente com a possibilidade de usar, em simultineo, o mesmo processo extractivo para a
determinacio de histamina por meio de um método cromatogrifico diferente (capitulo 5). A
extracgdo da histamina apresentou um maior rendimento a pH 7,4, o que confirmou os resultados

obtidos por outros autores [Veldsquez ef a/, 1992; Tsikas ef al, 1993].
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4.3.2. Processo de derivatizagio

4.3.2.1. Derivatizagio de aminas com agentes acilantes. Consideragdes prévias

A natureza da cromatografia gasosa como técnica analitica impde a necessidade das substincias
a analisar apresentarem um certo grau de volatilidade, de forma a permitir a sua deslocagio ao longo
da coluna cromatogrifica. Mesmo quando dotadas de suficiente volatilidade, muitas substincias
apresentam um mau comportamento cromatografico, o qual geralmente esta associado a presenca de
grupos funcionais de caracteristicas polares. Infelizmente, a maioria dos compostos de interesse
biolégico e toxicoldgico, tais como 4cidos, aminas, aminoacidos, agucares, fendis, etc., encontram-se
numa daquelas duas situagdes, o que, 4 partida, impediria a aplicagio da técnica 4 sua determinagio

nas diversas matrizes em que se encontram.

A forma de contornar estas dificuldades consiste no recurso is técnicas de derivatizagio, isto
€, 2 modificagdo quimica dos grupos funcionais através de reacgGes apropriadas por meio de técnicas
especiais, de modo a produzir derivados suficientemente volateis e dotados de propriedades
adequadas para a sua anilise cromatografica [Chaves das Neves e Freitas, 1996b]. A derivatizacio
pode também funcionar com outro tipo de propésitos, como melhorar a resolugio entre compostos

ou melhorar a sua detectabilidade, o que é muito comum quando se usam detectores selectivos.

No caso particular da anilise de aminas por cromatografia gasosa, a pratica da derivatizacio
encontra-se perfeitamente documentada na imensa bibliografia dedicada ao tema, sendo muitos e de
Varios tipos os reagentes derivatizantes que ji foram propostos para o efeito [Blau, 1989, 1994;
Drozd, 1981; Kataoka, 1996; Knapp, 1979]. Entre eles, o destaque especial vai para os designados
reagentes acilantes, os quais se caractetizam pela capacidade de introduzir grupos acilo em moléculas
com um ou mais dtomos de hidrogénio reactivos [Blau, 1994]. No caso das aminas, o produto

resultante da reacgdo com um reagente deste tipo € uma amida, de acordo com o esquema seguinte:

R-NH: + X-CO-R' —— R-NH-CO-R'
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A transformacdo de uma amina na amida correspondente por acgdo de um agente acilante
adequado apresenta vérias vantagens tendo em vista a sua analise por cromatografia gasosa. Com
efeito, os derivados obtidos sdo menos polares do que os compostos iniciais e, com a substitui¢do dos
hidrogénios activos caracteristicos da funcio amina, a sua tendéncia para formar pontes de
hidrogénio diminui substancialmente e a sua volatilidade aumenta [Drozd, 1981]. Em consequéncia, o
respectivo comportamento cromatogrifico ¢ francamente melhorado, havendo lugar a uma redugdo
nitida do habitual fenémeno de "tailing", caracteristico da andlise de aminas na sua forma original e
que tem a sua origem em fenémenos de adsorgao causados pela presenga de um grupo com
acentuada polaridade. Para além disso, a acilagdo torna possivel a analise de alguns compostos
(poliaminas, p. ex.) que nio possuem volatilidade suficiente para set analisados como tal, aumenta a
estabilidade de outros e, finalmente, permite a separagio de alguns compostos impossiveis ou dificeis

de separar [Blau, 1994].

Como reagentes acilantes usam-se, em regra, 0s cloretos ou os anidridos dos correspondentes
4cidos. Os anidridos sio normalmente os escolhidos devido 4 sua maior rectividade e também a sua
maior volatilidade, o que facilita a sua remogio no final do processo reactivo. Para além de reagirem
com a fun¢io amina — aminas primarias, secundirias e, nalguns casos, aminas tercidrias — estes
reagentes sio capazes de reagir com outros grupos funcionais, nomeadamente com hidroxilos, fenéis
e ti6is, dando origem aos respectivos detivados O-acilados ¢ S-acilados. Regra geral, os compostos
formados sio mais instiveis do que os compostos N-acilados, o que impde um maior cuidado nas

operagdes que se seguem a reacgio de detivatizagdo.

Muito populares, devido as excelentes caractetisticas que apresentam no que respeita 2
volatilidade, estabilidade e facilidade de preparagio dos respectivos derivados, sio os anidridos
perfluoroacilados, em particular o anidrido trifluoroacético, o anidrido pentafluoropropiénico e o
anidrido heptafluorobutirico. Propostos inicialmente devido a elevada sensibilidade que os derivados
a que dio ofigem normalmente apresentam perante o detector de captura de electrdes (ECD), o uso
deste tipo de reagentes tem-se igualmente difundido rapidamente em metodologias baseadas no uso
de GC-MS, dado o facto de proporcionarem fragmentos idnicos com massas moleculares mais
elevadas, logo mais favoraveis para trabalhos de quantificagao em modo de monitotizagdo selectiva de

ides [Halket, 1994].
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O principal aspecto negativo relacionado com o uso de reagentes acilantes, quer se tratem de
compostos simples ou fluorados, esté relacionado, pode afirmat-se que paradoxalmente, com um dos
factores que leva a sua utilizagio intensiva: a sua grande reactividade. Esta é normalmente responsavel
por inimeros problemas quando o excesso de reagente é introduzido no sistema cromatografico
juntamente com os derivados a analisar. Alguns deles provocam danos irreversiveis na fase
estaciondria das colunas cromatogrificas usadas além de, na sua generalidade, poderem dar origem a
picos "fantasmas" provenientes da derivatizagio "in-situ" de residuos nio-voliteis acumulados na

porgio inicial das colunas, em consequéncia de anteriores injecgdes [Kataoka, 1996].

Devido a isso, é usual a evaporagio do meio reaccional uma vez terminada a reac¢do de
derivatizacio, de forma a eliminar o excesso de reagente. Como afirmamos atrds, os anidridos cidos,
em especial quando fluorados, sio os mais facilmente removiveis, devido 4 sua maior volatilidade,
mas mesmo nestes casos a necessidade dessa operagio coloca um problema inultrapassivel neste tipo
de processos que ¢ o de o processo de evaporagio originar a perda, total ou parcial, dos derivados

mais volateis presentes no meio reaccional, impedindo assim a respectiva anlise.

Conscientes desta limitagdo, impeditiva da determinacio das aminas volateis que faziam parte
do nosso plano de estudo, a nossa opgio pelo desenvolvimento de uma metodologia analitica baseada
no uso de um agente acilante foi desde o inicio dirigida no sentido de permitir a correcta
quantificagdo de todas as aminas nio-voliteis (ou dotadas de reduzida volatilidade) de interesse,
presentes nas amostras em estudo. De entre estas mereceram-nos particular atencio as di e
poliaminas, que pela presen¢a de mais do que um grupo aminado apresentavam a partida dificuldades
adicionais no que respeita a respectiva derivatizacio, e as duas aminas aromdticas de maior interesse, a
tiramina e a 2-feniletilamina. A presenga do agrupamento fenélico no caso da tiramina implicava, por
seu lado, a necessidade de um processo capaz de promover a respectiva derivatizagio de uma forma

suficientemente estivel, de maneira a permitir a respectiva andlise.

Os reagentes acilantes apresentam-se como agentes derivatizantes de primeira escolha no que
se refere 4 andlise de di e poliaminas por cromatografia gasosa. A literatura apresenta exemplos do
uso dos mais variados reagentes deste tipo na anélise daqueles compostos. Seiler [1986], em artigo de
revisdo, refere seis diferentes propostas para a anilise de di e poliaminas sob a forma de derivados
trifluoroacetilados, quatro propostas para a analise sob a forma de derivados heptafluorobutiticos e

ainda um trabalho em que a anilise é feita sob a forma de derivados pentafluoropropidnicos e outro
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em que 0s COMPOStos Sd0 transformados nos respectivos derivados pentaﬂuorobenzoﬂicos. Como
detectores é referido o uso do detector de ionizagio de chama (FID), do detector de captura de

electrdes (ECD) e do detector de massa.

Uma analise da tendéncia dominante nesta area analitica, dd-nos conta de uma gradual
preferéncia dos diversos autores pelos anidridos fluorados de maior massa molecular em dettimento
do anidrido trifluoroacético, cujo uso praticamente se restringe 20s primeiros trabalhos datados dos
anos setenta. A principal razdo poderd estar associada 4 maior instabilidade demonstrada pot estes a
que acresce o facto dos derivados com maior nimero de dtomos de flior apresentarem maior
sensibilidade perante o detector de ECD e de serem mais aproptiados para serem analisados por

detectores de massa, dado proporcionarem fragmentos com maior massa molecular.

Assim, no que respeita ao anidrido pentafluoropropiénico sio virias as referéncias ao seu
uso, das quais salientamos um trabalho pioneiro para a quantificagio de di e poliaminas em urina com
detecgio por ECD [Rattenbury e al, 1979], e outro dedicado 4 determinagdo simultinea de di e
poliaminas e também de aminas aromiticas (m-tiramina e p-tiramina) por GC-MS [Ohki ez al., 1982].
Tal como ja foi referido no capitulo 2, a dltima proposta pata método cromatogrifico oficial da
AOAC para a andlise de putrescina e de cadaverina em amostras de produtos alimentares é baseada
na derivatizagdio dos compostos com este reagente [Staruszkiewicz Jr. e Bond, 1981; Rogers ¢

Staruszkiewicz Jr, 1997].

No que diz respeito a0 anidrido heptafluorobutirico, o mesmo foi usado pela primeira vez na
quantificagio de poliaminas por Fujihara ¢/ al., [1983], depois de uma proposta inicial que tinha em
vista a identificagio por GC-MS da isoputreanina, um metabolito da espermidina [Muskiet ef 4,
1982]. Depois dessa data, merece destaque especial o trabalho desenvolvido pelo grupo de Muskiet e
colaboradotes, dedicado a analise de di e poliaminas em fluidos bioldgicos. Este grupo de autores foi
responsavel por uma séric de trabalhos tendentes A optimizacio das condi¢Ges reaccionais mais
apropriadas para o processo de derivatizagio daqueles compostos (¢ do procedimento analitico, no
seu todo) no sentido de conseguirem a quantificagdo simultinea de um grande nimero de poliaminas
e respectivos metabolitos [Muskiet ez al., 1984; Berg e al., 1986, p. ex.]. Metodologias baseadas no uso
daquele reagente passaram entdo a ser usadas de forma sistematica nos diferentes trabalhos do

referido grupo [Dothout ef al., 1997; Muskiet e/ al, 1995 e referéncias af citadas].
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Com ligeiras alteragdes de pormenor no que respeita ao "design" do processo de
'derivatizagﬁo, 0 mesmo reagente tem sido usado por outros autores interessados na determinacio de
poliaminas em urina [Suh ef a/, 1995, 1997] e em material biolégico [Nitsu e a/, 1993]. Estes dltimos
autores justificam a opgdo pelo anidrido heptafluorobutirico em detrimento do anidrido
pentafluorobutirico, também ensaiado, pela instabilidade demonstrada pelos derivados obtidos com
este tltimo, o que dava origem a0 aparecimento de picos cotrespondentes a compostos resultantes da
respectiva decomposi¢io, mesmo quando a anilise era feita apenas 24 horas apds a reacgio e os
derivados armazenados a -20 °C. Pelo contririo, os derivados heptafluorobutiricos apresentaram-se
estaveis durante pelo menos 1 més, quando armazenados 3 mesma temperatura, dissolvidos em éter
etilico. Estas indicagdes, associadas aos bons resultados obtidos nos ensaios prévios que realizimos,
estiveram na origem da nossa escolha ter recaido no anidrido heptafluorobutirico como agente

derivatizante para o trabalho em questio.

4.3.2.2.Ensaios executados para o desenvolvimento do processo de derivatizag¢io usado

O trabalho experimental realizado durante a fase de desenvolvimento do processo derivativo
teve como principal objectivo o estabelecimento das melhores condigdes reaccionais para a
derivatizagio simultdnea das diaminas, das poliaminas e também de outras aminas de interesse nos

vinhos, dotadas de reduzida volatilidade, nomeadamente da tiramina.

O processo usado para a derivatizacio dos compostos pode considerat-se como dividido em
duas partes: derivatizagio propriamente dita e postetiot tratamento da solugio contendo os

derivados.

No que diz respeito as condi¢Bes reaccionais, usou-se desde o principio volumes iguais de
acetonitrilo e de anidrido heptafluorobutirico, tendo-se experimentado trés diferentes conjugacdes de
tempo e de temperatura: 60 min/G60 °C; 60 min/80 °C; 30 min/100 °C. As experiéncias foram feitas
com solugdes contendo todos os compostos a ensaiar numa concentragiao de 10 mg/L, sendo a
detecgio feita pelo espectrometro de massa em modo de varrimento total e sem recurso a qualquer
padtio interno. Os resultados obtidos apresentaram-se muito idénticos nos trés casos, tendo-se
optado pelo segundo conjunto de condicdes — 60 min/80 °C — face 20s resultados obtidos para as

duas aminas menos voliteis, espermidina e espermina, terem sido ligeiramente melhores.
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No que respeita a0 tratamento posteriormente feito 4 solucéio contendo os derivados, foram
experimentadas duas propostas alternativas: a) a simples evaporagio do meio sob um fluxo de azoto,
seguido da redissolucdo dos derivados em acetato de etilo, de acordo com a sugestio de Suh ef dl.
[1997]; b) a extracgdo dos derivados com diclorometano ap6s tamponizagio do meio a pH 7, de
acordo com as condicdes propostas por Dorhout er al [1997]. Pese embora ser desfavoravel em
termos de labor experimental (tempo, trabalho, material), a opgao final recaiu nesta dltima proposta,
face ao muito melhor comportamento dos extractos obtidos no que respeita a reprodutibilidade, 2

definicio dos picos e, também, 4 presenca de interferentes.

A adicio de uma pequena quantidade de metanol para facilitar a evaporagdo da solugio,
proposta por aqueles autores, foi, contudo, eliminada, tendo em consideracio alguns problemas
manifestados na derivatizacio da tiramina. Com efeito verificou-se o aparecimento de dois picos
referentes 20 composto, um dos quais biderivatizado (na funcio amina e na fung¢do fendlica) e o
outro monoderivatizado (apenas na fungdo amina), tendo-se notado que o fenémeno era bastante
atenuado quando ndo se usava metanol. Nio obstante, os vestigios de pico monoderivatizado
apresentaram, também, uma certa correlagio com o tempo que mediava entre a preparagdo dos

derivados e a respectiva anilise, o que € sinal de uma menor estabilidade do detivado formado em

relagdo aos restantes.

Finalmente, uma saliéncia especial para a importincia assumida pela pequena quantidade de
Carbowax 1000 M (0,2 % v/v) adicionada ao acetato de etilo usado como solvente final, proposta por
Berg ef al [1986]. Nao usado por nds nas experiéncias iniciais, veio a revelar-se determinante na
melhoria do comportamento cromatografico da generalidade dos compostos. A sua acGio
provavelmente terd a ver com a redugdo dos sitios activos no sistema cromatografico, em particular

no interior do injector e da pré-coluna, diminuindo dessa forma a adsorcio dos derivados em estudo.

4.3.3. Processo cromatografico

4.3.3.1. Escolha dos padrdes internos

Utmna das maiores dificuldades quando se desenvolvem metodologias cromatogrificas multi-

paramétricas aplicadas a matrizes complexas consiste na escolha adequada de padrSes internos
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capazes de apresentar um comportamento similar ao dos analitos durante as vérias etapas do processo
analitico. Na auséncia de um bom padrio interno, a quantificacio rigorosa de cada composto torna-se

extremamente dificil de realizar, independentemente da eficiéncia do método, na sua globalidade.

Nos métodos baseados na técnica de GC-MS, os padrdes internos mais efectivos
correspondem a andlogos isotopicamente marcados e estiveis das substincias a analisar. Estes
compostos, que, do ponto de vista fisico-quimico, apresentam propriedades idénticas as dos
cortespondentes analitos, compensam de uma forma efectiva todas as perdas que possam ocorrer
durante as etapas de extrac¢do e derivatizagio e as variacdes que sempre ocorrem nos volumes
injectados e na eficiéncia do processo de deteccio [Gilbert, 1987]. O maior obsticulo ao seu uso
situa-se na sua disponibilidade — muitas vezes nio estio comercialmente disponiveis os isGtopos
pretendidos, o que implica a necessidade da sua sintese, e esta normalmente é extremamente dificil de

realizar — e no prego, quando cometcialmente disponiveis.

Tendo em atengio esses factores, o desenvolvimento deste método iniciou-se com o uso de
dois padrBes-internos: anfetamina e 1,7-diaminoheptano. O ptimeiro foi usado pata a monitorizagio

da 2-feniletilamina enquanto o segundo foi usado para monitorizar todos as outras aminas em estudo.

A opgio, logo  partida, por um padrio interno especifico para a 2-feniledlamina teve a ver
com a observagdo cedo efectuada de que, devido 4 sua volatilidade, o comportamento do respectivo
derivado era extremamente dependente das condices em que tinha lugar o processo de evaporagio
posterior a reacgio de derivatizagio; se, por algum motivo, o processo era mais demorado ou se o
fluxo de azoto era mais forte notava-se de imediato uma diminuigdo da 4rea do pico respectivo. A
escolha da anfetamina foi feita em fungio da analogia estrutural — os dois compostos apenas diferem
na presenca de um grupo metilo no carbono « da molécula da anfetamina e, obviamente, partindo do
facto de ser conhecida a sua auséncia nas matrizes em estudo. O seu uso tinha ja sido experimentado
com €xito nos trabalhos iniciais efectuados com cloroformato de isobutilo como agente derivatizante
¢ o seu bom comportamento no processo de extraccio usado tinha sido mesmo por nos aproveitado
para o estabelecimento de um método para a determinacio de anfetamina em amostras de urina de
ratinhos, no qual o composto era igualmente sujeito a um processo de extracgio com BEHPA e
detivatizado com cloroformato de isobutilo. A validade da escolha feita pode ser facilmente

comprovada com os resultados obtidos nos ensaios de linearidade efectuados, os quais, como

r

211



Capitulo 4 - Derivatizagdo com anidrido heptafluorobutirico

veremos adiante, apresentaram uma qualidade de nivel idéntico 20 normalmente obtido quando se

usam analogos isotopicos.

O outro padrio interno, o 1,7-diaminoheptano, inicialmente escolhido em funcdo da sua
semelhanca estrutural com as diaminas em estudo, apresentou resultados de boa qualidade no que
respeita 4 monitotizagio dessas  diaminas (1,3-diaminopropano, putrescina, cadaverina e
1,6-diaminohexano) e apenas satisfatétios no que respeita 3 monitorizacio da tiramina, o que nio ¢
de estranhar se atendermos as diferencas estruturais. Os resultados obtidos relativos as duas
poliaminas em estudo, a espermidina e a espermina, apresentaram-se, contudo, de muito mai
qualidade. Estas duas aminas apresentaram niveis de reprodutibilidade e de linearidade intrinsecas
(sem uso de padrio interno) bastante inferiores aos verificados para 0s outros cCOmpoOstos em estudo,
provavelmente devido a polaridade remanescente mesmo ap6s a derivatizagao, em resultado da
presenga de varios 4tomos de azoto (trés e quatro, respectivamente) Com O Seu caracteristico par de
electrdes disponivel para interacgdes com particulas carregadas positivamente. Como setia de esperar,
essas variacdes apresentaram-se mais pronunciadas no caso do composto com mais dtomos de azoto,
a espermina, e, ao contrario do verificado para as diaminas, nio eram acompanhadas por variagOes

idénticas do padrio interno.

Por esse motivo, fol necessirio introduzir no método mais dois padrdes internos, tendo a
escolha recaido em dois compostos com analogia estrutural com as referidas diaminas, ndo presentes
nas matrizes em estudo, e disponiveis comercialmente: nor-espermidina e nor-espermina’. O seu
comportamento veio a revelar-se bastante satisfatério para o objectivo em causa, promovendo uma
melhoria nitida na qualidade dos resultados obtidos. Ainda assim, principalmente no caso da
espermina, subsistiram ainda algumas dificuldades, pelo que o ideal seria a utilizagio de analogos
isotopicos; 0s mesmos, contudo, nio se encontram, tanto quanto conseguimos saber, disponiveis

comercialmente, daf a sua nio utilizagio.

O quinto padrio interno usado correspondeu 20 186tOpO octadeuterado da putrescina, 0 qual
conseguimos adquirir e resolvemos experimentar no sentido de verificar o grau de melhoria obtido
para a monitorizagdo daquele composto, regra geral, 0 mais abundante nas amostras em estudo. A

melhotia na qualidade dos resultados foi evidente, embora os resultados obtidos com o

* . - . . . . . . . . . ,

A designagdo das poliaminas ¢ muitas vezes feita, de forma simplificada, em fungio do nimero de dtomos de carbono entre cada
fungio aminada. Com essa notagio torna-se mais Ficil evidenciar a semelhanga estrutural existente entre a espermidina (3-4)ea
not-espermidina (3-3) e entre a espermina (3-4-3) e 2 not-espermina (3-3-3).
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1,7-diaminoheptano tivessem j4, como atrds referido, um bom nivel de qualidade. Sem surpresa,
devido 4 maior semelhanga estrutural no que respeita a0 tamanho das moléculas, o referido 1sétopo
deuterado da putrescina mostrou-se mais adequado nio sé para a monitoriza¢io da puttescina como

também do 1,3-diaminopropano e da cadaverina (nio tanto para o 1,6-diaminohexano).

Na pritica, o uso do padrio interno original, o 1,7-diaminoheptano, deixou praticamente de
fazer sentido, acabando por ser usado apenas na monitorizagio da tiramina. Pese embora as
manifestas diferengas na estrutura dos dois compostos, o facto de apresentarem um tempo de
reten¢do semelhante, logo uma volatilidade idéntica, permitiu que o seu uso reflectisse, pelo menos,
variagGes resultantes das perdas inerentes is diferentes etapas de evaporagio e ao processo de
injeccdo, sempre problemético em cromatografia gasosa. Infelizmente, e na auséncia de anilogos
isotdpicos da tiramina nos catilogos por nés consultados, a descoberta de um bom padrio interno
para a tiramina foi por nés feita muito tardiamente, ja depois de todas as amostras terem sido
analisadas, aquando da implementagio definitiva do método referido mais adiante no capitulo 6. A
escolha, contudo, era ébvia no contexto em questdo e teria permitido concerteza a obtencio de
melhotes resultados para este composto: trata-se da hidroxianfetamina, cuja diferenca estrutural para
a tiramina corresponde exactamente i mesma diferenca que distingue a anfetamina da

2-feniletilamina,

Como exemplo da importincia da escolha do padrio interno na qualidade dos resultados
obtidos, apresentam-se na Figura 4.2 duas curvas de calibragio relativas 4 2-feniletilamina, obtidas na
mesma experiéncia mas usando dois padrées internos diferentes: anfetamina e 1,7-diaminoheptano.
Pela observagio das duas curvas torna-se facilmente visivel a diferenca dos resultados obtidos com o
uso de padrées internos diferentes e serd facil inferir da importancia crucial que a escolha dos
mesmos tem na qualidade dos resultados obtidos. Exemplos destes podiam naturalmente ser

apresentados para as outras aminas estudadas.
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2-Feniletilamina - Curva de Calibragio (1)
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Figura 4.2. Curvas de calibragio da 2-feniletilamina obtidas na mesma experiéncia com o uso, respectivamente,

de anfetamina (1) e de 1,7-diaminoheptano (2) como padrdes internos.
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4.3.3.2.Condigdes operatdrias

Para a separagdo cromatogrifica dos compostos, optou-se por uma coluna dotada de
caracteristicas marcadamente apolares especialmente adequada para o trabalho com detectores de
massa, dadas as suas caracteristicas de reduzido "bleeding" (indicadas pela sigla MS). A referida coluna
mostrou-se perfeitamente adequada para os objectivos em vista. Ainda assim é de salientar a
importéncia, ji referida anteriormente, da adi¢do de uma pequena quantidade de Carbowax 1000 M
(0,2 % v/v) ao acetato de etilo usado como solvente final dos derivados a analisar. Nas solucées
injectadas sem a adigio do referido composto foi comum o aparecimento de duplos picos, mais ou
menos intensos de acordo com os programas de gradiente de temperatura que foram sendo
ensaiados, e de fendmenos de "tailing" pronunciados, principalmente nas di e poliaminas.
Verificou-se também que o uso de uma pré-coluna contribuiu igualmente para uma melhoria na
defini¢do dos picos, de acordo com as indica¢des referidas na literatura por virios autores. De forma
a manter intacta a qualidade dos cromatogramas obtidos, apds cada "série" analitica cortou-se a
porgao inicial da referida pré-coluna (cerca de 25 a 30 cm) substituindo-se 2 mesma passadas 3 a 4

"séries".

O programa de temperatura finalmente estabelecido teve como objectivo conciliar condi¢des
capazes de permitir uma boa separagio dos picos de interesse em relagio aos interferentes presentes
nas amostras com a realizagdo da anilise no menor tempo possivel. A temperatura inicial da coluna
mostrou grande influéncia no formato dos picos obtidos. Com efeito, temperaturas iniciais inferiores
a 80 °C (70 e 60 °C, p. ex.) apresentaram-se melhores para a separa¢do dos compostos com menor
tempo de retengao, 1,3-diaminopropano e 2-feniletilamina nomeadamente, enquanto temperaturas
superiores a esse valor proporcionaram picos mais bem definidos no que respeita aos compostos
menos volateis como a espermidina e a espermina. O valor finalmente escolhido, 80 °C, foi aquele

que se vetificou corresponder a0 melhor compromisso entre essas duas situacoes.

O uso do modo de monitorizagio selectiva de ides para a quantificagio dos compostos foi
feito de acordo com a pritica corrente quando se usa a detecgiio por espectrometria de massa com
fins quantitativos. O critério usado para a definigio dos trés grupos distintos de ides usados para a
monitorizagdo dos compostos (Tabela 4.1) foi apenas o de maximizar o uso de ides comuns a mais

do que uma substincia e, simultaneamente, permitir a obtengio de picos perfeitamente definidos.

215



Capitulo 4 - Derivatizacio com anidrido heptafluorobutirico

Nas Figuras 4.3 a 4.13 sio apresentados cromatogramas obtidos na anilise de uma amostra de
mosto. O primeiro (Figura 4.3) cotresponde 20 cromatograma i6nico total, correspondendo os
seguintes aos cromatogramas de massa obtidos a partir daquele, usados para a integragio dos picos de
interesse. De um modo geral, ¢ notéria a boa definico da generalidade dos picos; a unica excepeio &,
talvez, o pico correspondente 2 espermidina (Figura 4.13), o qual apresenta alguma deformagio na
base do pico, a qual poderia ser resolvida, como assinalado acima, por um aumento da temperatura
inicial da coluna. De notar também a perfeita resolugio, conseguida através do uso de cromatogramas
de massa aproptiados, de picos que aparecem sobrepostos no cromatograma inicial, nomeadamente

do par putrescina/[2Hs]putrescina e do par 2-feniletilamina/anfetamina.
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Abundancia
TIC: BIRGVS71.0
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Figura 4.3. Cromatograma i6nico total’ obtido nas condi¢des usadas para a quantificagio dos compostos
(monitorizagdo selectiva de trés diferentes grupos de ides) correspondente a uma amostra de mosto
contendo 1,3-diaminopropano (0,036 mg/L), 2-feniletilamina (0,272 mg/L), putrescina (3,096 mg/L),
cadaverina (0,232 mg/L), tiramina (0,013 mg/L), espermidina (3,036 mg/L) e espermina (0,232
mg/L).

Os padrdes internos usados foram adicionados 3 amostra nas seguintes concentragdes: PI 1 ~
Anfetamina (1 mg/L); PI 2 - [2H;]Putrescina (1 mg/L); PI 3 - 1,7-diaminoheptano (1 mg/L); PI 4 -
Nor-espermidina (0,2 mg/L); PI 5 - Nor-espermina (0,2 mg/L).

* . s . ,
Deste cromatograma foram extraidos os cromatogramas de massa (ou cromatogramas iénicos reconstruidos) que se apresentam
nas Figuras seguintes.

217



Capitulo 4 - Derivatizagdo com anidrido heptafluorobutirico

Abundancia
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Figura 4.4. Cromatograma de massa do ido m/z 104, usado para a quantificagdo da 2-feniletilamina.
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75000 -
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Terpo (min) 5.0 6.00 7.00 8.00 9.00 10,00 11.00 12,00 13.00 14.00

Figura 4.5. Cromatograma de massa do ido m/z 118, usado para a "quantificagio" da anfetamina (padrio interno

1).
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Abundancia
{80 254.00 (253.70 to 254.70): BIRGV971.D
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Tempo(mn) U500 X : 8.00 9.00 10.00 1100 12.00 1300 14.00

Figura 4.6. Cromatograma de massa do iio m/z 254, usado para a quantificagio do 1,3-diaminopropano.

Abundancia
10 494.00 (493.70 to 494.70): BIRGV971.D
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. 4] T T T T T y T T T T
Tempo (min) 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

Figura 4.7. Cromatograma de massa do ido m/z 494, usado para a quantificagdo da cadaverina.

219



Capitulo 4 - Derivatizagdo com anidrido heptafluorobutirico

.Abundancia
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Figura 4.8. Cromatograma de massa do ido m/z 480, usado para a quantificagio da putrescina.

Abundancia
&0 488.00 (487.70 to 488.70): BIRGVE71.D
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O‘L—ﬁ"'l"""l""lm'|"'_'| AN L S A S S S
Tempo (min) 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

Figura 4.9. Cromatograma de massa do ido m/z 488, usado para a quantificagio da [2Hg] Putrescina (padrdo
interno 2).
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Abundancia
la0 316.00 (315.70 to 316.70): BIRGV971.D0
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Figura 4.10. Cromatograma de massa do ido m/z 316, usado para a quantificagio da tiramina.

Abundancia
140 353.00 (352.70 to 353.70): BIRGVO71.D
60000 4
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Figura 4.11. Cromatograma de massa do ido m/z 353, usado para a "quantificagio" do 1,7-diaminoheptano

(padrio interno 3).
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Abundéncia
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Figura 4.12. Cromatograma de massa do ido m/z 254, usado para a quantificagdo da espermidina, da espermina e
dos respectivos padrdes internos (nor-espermidina e nor-espermina).

Abundancia
X 130 254.00 (253.70 to 254.70): BIRGVS71.D
Espermidina
11,14
50000
E Pl 4 {Nor-espermidina
40000 4 10,70
1
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20000 4
P} 6 (Nor-espermina) Espermina
3 1256 | 13.03
10000 4
0 i
Tempo (min} 10.00 1050 11100 1150 1200 1250 13,00 13,50 14100 a0 |

Figura 4.13. O mesmo cromatograma da Figura anterior, visto numa outra escala, de forma a permitir uma
correcta visdo dos trés picos mais pequenos.
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4.4. Validagdo do método
4.4.1. Linearidade

Como € do conhecimento geral, a linearidade representa uma medida da proporcionalidade
existente entre os resultados obtidos e a concentragio do analito [Jenke, 1996]. Nos métodos
cromatograficos, como em muitos outros, para a sua determinagio recorre-se 4 construcio de curvas
de calibragio com solugdes padrio de concentracio conhecida, com o respectivo coeficiente de
cortelagio (r) a servir de indicador da linearidade do método, sendo esta tanto maior quanto mais

aquele se aproximar da unidade [Bressole et 4/, 1996].

Tendo em conta que para cada série de ensaios (incluindo os ensaios correspondentes ao
estudo da precisio e da recuperagio) foram preparadas e sujeitas a0 procedimento analitico global
novas solugSes padrio, pode afirmar-se que o estudo da linearidade da metodologia desenvolvida foi
feito por virias vezes, tantas quantas as curvas de calibragio construidas. Cada curva de calibracio foi
feita com cinco a seis pontos abrangendo, para cada amina, a gama de concentragdes esperada nas
amostras a analisar. A amplitude de concentragdes geralmente usada foi de 0,010 mg/L a1 mg/L
para o 1,3-diaminopropano, o 1,6-diaminohexano, a espermidina (excepto para os mostos) e a
espermina; de 0,010 mg/L a 2 ou 5 mg/L para a cadaverina, a 2-feniletilamina, a tiramina € a
espermidina (apenas nos mostos); de 0,100 mg/L a 10 ou 15 mg/L para a putrescina. Os coeficientes
de correlacio obtidos foram usualmente supetiores a 0,99950 para a cadavetina, a putrescina, o
1,3-diaminopropano e a espermidina, superiores a 0,99900 para o 1,6-diaminohexano e para a

tiramina e superiores a 0,99500 para a espermina.

O estudo da linearidade do método em condi¢des "reais" de analise, entrando em
consideragdo com a especificidade das matrizes foi feito a par com os estudos de recuperagdo (ver

4.43).
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4.4.2. Precisdao

A precisio de um método analitico pode definir-se como a concordancia entre uma sétie de
valores experimentais obtidos a partir da andlise da mesma amostra sob condi¢des analiticas idénticas

[Jenke, 1996].

Para determinar a precisio da metodologia desenvolvida, fizeram-se seis determinacoes em
paralelo a duas amostras de vinho do Porto, a uma amostra de vinho tinto e a uma amostra de mosto,
escothidas de forma a abranger diferentes niveis das aminas em estudo. Fez-se ainda o estudo da
precisdo na mesma amostra de mosto mas adicionada de 0,250 mg/L de cada amina (1 mg/L, no
caso da putrescina). Em todos os casos partiu-se de seis aliquotas da mesma amostra e procedeu-se a
sua analise como de um conjunto de seis amostras diferentes se tratasse, em simultineo com uma
sétie de padrées usados para a construgio das curvas de calibracio necessétias, como referido em
4.4.1. A exemplo do referido para as amostras, cada extracto final foi injectado em duplicado,
considerando-se como resultado final a média dos dois resultados. Os resultados obtidos sio

apresentados na Tabela 4.4.

No que respeita a putrescina, 2 cadaverina e a 2-feniletilamina os resultados podem
considerar-se de excelente qualidade, tendo em consideragio os baixos teores em questdo € a
complexidade das matrizes em estudo. Para isso contribuiu, naturalmente, a eficicia demonstrada
pelos respectivos padrdes internos. Para todas as outras aminas, os resultados foram de qualidade

inferior mas ainda assim muito positivos, com coeficientes de variagdo sistematicamente inferiores a

10 %.
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TABELA 4.4

PRECISAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA NAS DIFERENTES MATRIZES ESTUDADAS:
VINHO DO PORTO (2 AMOSTRAS), VINHO DE MESA, MOSTO E MOSTO ADICIONADO DE
0,250 mg/L DE CADA AMINA® (n=0)

V. Porto V. Porto V. Tinto Mosto Mosto
(2) (b) + 0,2502

Média (mg/L) nd 0,025 nd nd 0,190

1,3-diaminopropano  Desvio-padrio - 0,002 - - 0,009
C. V. (%) - 8,0 — — 4,5

Média (mg/L) 1,639 4,456 11,952 2,239 4,179

Putrescina Desvio-padrio 0,011 0,060 0,228 0,062 0,157
C. V. (%) 0,7 14 1,9 2,8 3,8

Média (mg/L) 0,073 0,200 0,234 0,263 0,524

Cadaverina Desvio-padrio 0,002 0,007 0,005 0,004 0,014
C. V. (%) 2,7 3,5 2,1 1,5 2,6

Média (mg/L) 0,023 0,058 0,469 2,011 2,258

Espermidina Desvio-padrio 0,002 0,005 0,020 - 0,069 0,124
C.V. (%) 8,7 8,6 2,1 34 55

Média (mg/L) nd nd nd nd 0,206

Espermina Desvio-padrio — - —_ - 0,007
C. V. (%) - — - - 34

Média (mg/L) 0,186 0,721 1,386 0,350 0,604

Feniletilamina Desvio-padtio 0,006 0,020 0,038 0,005 0,005
C.V. (%) 3.2 2,8 2,7 1,4 0,8

Média (mg/L) 0,309 0,037 2,354 0,038 2253

Tiramina Desvio-padrio 0,017 0,006 0,090 0,004 0,007
C.V. (%) 5,5 16,2 38 10,5 3,0

*Mosto + 1 mg/L, no caso da putrescina

nd - nio detectado
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4.4.3. Recuperagio

Na auséncia de amostras certificadas, que permitam comparar os resultados obtidos pela
aplicagio do método em estudo com os valores existentes nas mesmas, a melhor forma de avaliar a
exactidio de um método consiste na execucio de ensaios de recuperacdo. Estes ensaios consistem em
sujeitar ao procedimento analitico global amostras fortificadas com quantidades conhecidas do
analito, sendo o processo tanto mais exacto quanto mais pr6ximo de 100 % se situar a relagio entre a

quantidade de analito adicionada e a quantidade de analito recuperada.

Efectuaram-se dois ensaios de recuperagio, usando-se para o efeito uma amostra de vinho do
Porto e uma amostra de mosto, cujo teor nas aminas em estudo tinha sido determinado no ensaio de
precisio. No caso da amostra de vinho do Porto, usaram-se quatro diferentes aliquotas, as quais
foram adicionadas quatro diferentes quantidades de cada uma das aminas, enquanto no caso do
mosto o niimero de aliquotas usado foi de cinco. O tratamento das amostras foi feito como referido
em 4.2.4., em paralelo com uma série de solugdes padrio usadas para a construgio das curvas de
calibracio necessarias para a quantificagdo. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.5 e na

Tabela 4.6.

Da anilise das referidas tabelas, pode inferit-se que os valores obtidos foram globalmente
muito bons para a amostra de vinho do Porto, enquanto no ensaio realizado na amostra de mosto os
resultados obtidos foram de qualidade inferior, com um ndmero significativo de compostos
(1,3-diaminopropano, espermidina, espermina e tiramina) a apresentat valores médios de recuperagao

inferiores a 90 %.

Deve aqui salientar-se que, tendo em atengio o uso de padrdes internos na quantificagdo dos
compostos, os valores obtidos neste tipo de ensaio, embora de grande importancia para a avaliacio da
exactidio do método, nio correspondem em bom rigor, aquilo que habitualmente se entende por
ensaio de recuperagdo, ou seja, 4 quantidade de composto que em termos absolutos é recuperada
apbs ser sujeita ao procedimento analitico em questdo. Neste caso, o valor obtido significa antes a
variacio existente, entre as amostras € OS padrdes, da relagido analito/padrdo interno. Uma
recuperagio de 90 % significara, pois, que a quantidade de analito recuperada foi de 90 % em relagdo
A quantidade de padrdo interno recuperada, independentemente dos valores absolutos para cada um

dos compostos. Uma recuperagdo supetior a 100 %, por seu lado, significard apenas que a
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recuperagio absoluta do analito é superior a do respectivo padrio interno e nio, como a primeira
vista se poderia pensar, que a quantidade de analito recuperada nas amostras é maior do que a

quantidade de analito recuperada nos padrées.

Desta forma, torna-se 6bvia mais uma vez, a extrema importincia da escolha do padrio
interno usado na quantificagio de determinado analito. Neste caso, os resultados obtidos confirmam
aquilo que ja foi afirmado a propésito da qualidade dos padrdes internos usados neste trabalho: em
ambas as matrizes, os melhores resultados foram os referentes 2 puttescina e 4 2-feniletilamina, o que

comprova o atras referido acerca do bom desempenho dos respectivos padrées internos.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios de recuperacio, construiram-se graficos (um
para cada matriz e para cada amina) relacionando os teotes obtidos (ordenadas) em fungio dos teores
adicionados (abcissas). Estes grificos, que correspondem aqueles que se obtém quando se usa o
método das adi¢des para a quantificagio das amostras, foram por nos designados por "curvas de
recuperagdo”. O coeficiente de correlagio obtido indica-nos a linearidade da metodologia em
condi¢Ses "reais" de anilise, entrando em conta com a especificidade das matrizes analisadas. As
curvas de recuperagio obtidas para cada uma das aminas, incluindo as respectivas equagbes das rectas
de regressio ¢ o valor de R2 (coeficiente de determinagdo) sdo apresentadas em anexo (anexo 2). Em
cada um dos grificos apresentados é apresentado o valor correspondente a0 teor da amina na
amostra em estudo (teor inicial), 0 qual corresponde ao teor obtido nos ensaios de precisio, ja que as
amostras usadas foram as mesmas. Da anilise dos grificos pode concluir-se da boa adequacio do

método desenvolvido para a determinacio dos compostos em estudo nas duas matrizes ensaiadas.
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TABELA 4.5

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

VINHO DO PORTO
Teor inicial .'Iieor Teor Recuperagio” Recul? eragao
(mg/L) adicionado  encontrado %) média
(mg/L) (mg/L) (o)
0,100 0,091 91,0
. 0,250 0,225 90,0
1,3-diaminopropano nd 0.500 0487 974 94,4
1,000 0,992 99,2
0,250 1,889 100,0
. 0,500 2,155 103,2
Putrescina 1,639 1,000 2,629 99,0 100,7
2,000 3,646 100,4
0,100 0,187 114,2
. 0,250 0,347 109,7
Cadaverina 0,073 0,500 0.598 105.1 109,0
1,000 1,143 107,0
0,100 0,115 92,0
.1 0,250 0,290 106,8
Espermidina 0,023 0.500 0.542 103.8 105,2
1,000 1,203 118,0
0,100 0,117 117,0
. 0,250 0,252 100,8
Espermina nd 0.500 0.512 102.4 102,9
1,000 0,912 91,2
0,100 0,275 89,0
B 0,250 0,442 102,4
2-Feniletilamina 0,186 0,500 0,675 978 97,3
1,000 1,184 99,8
0,100 0,413 104,0
. . 0,250 0,522 85,2
Tiramina 0,309 0.500 0.822 102,6 100,9
1,000 1,425 111,6

* Para o cilculo da recuperacio, usou-se a seguinte férmula: Recuperagao = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x
100

nd — nio detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)
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TABELA 4.6

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

MOSTO
Teor inicial '"I:eor Teor Recuperagio* Recul? Zx:agao
(mg/L) adicionado encontrado (%) média
(mg/L)  (mg/L) (%)
0,025 0,021 84,0
0,050 0,041 82,0
1,3-diaminopropano nd . 0,100 0,076 76,0 79,7
0,250 0,190 76,0
0,500 0,403 80,6
0,200 2,429 95,0
0,500 2,684 89,0
Putrescina 2,239 1,000 3,200 96,1 96,3
2,000 4,179 97,0
5,000 7,461 1044
0,025 0,287 96,0
0,050 0,312 98,0
Cadaverina 0,263 0,100 0,374 111,0 104,4
0,250 0,524 1044
0,500 0,826 112,6
0,025 2,033 88,0
0,050 2,048 74,0
Espermidina 2,011 0,100 2,093 82,0 85,1
0,250 2,228 86,8
0,500 2,484 94,6
0,025 0,231 100,0
0,050 0,249 86,0
Espermina 0,206 0,100 0,294 88,0 89,2
0,250 0,412 824
0,500 0,655 89,8
0,025 0,375 100,0
0,050 0,389 78,0
2-Feniletilamina 0,350 0,100 0,469 119,0 100,6
0,250 0,604 101,6
0,500 0,872 104,4
0,025 0,058 80,0
0,050 0,098 120,0
Titamina 0,038 0,100 0,118 80,0 88,0
0,250 0,225 74,8
0,500 0,463 85,0

" Para o cilculo da recuperacio, usou-se a seguinte férmula: Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x
100

nd - nio detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)
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4.4.4. Limites de detecgdo e de quantificagdo

Nio foram executados estudos exaustivos tendo em vista a determinagio dos limites de
deteccio e de quantificagio. Todavia, verificou-se ser possivel detectar facilmente todas as aminas em
estudo quando analisados padrées contendo 10 ug/L de cada, os quais foram usados para a
construcio das curvas de calibragio. Um ensaio de precisio efectuado com um destes padrdes
revelou coeficientes de variacio da ordem dos 15% para a maioria das aminas, com excepgio da
tiramina e da espermina, que apresentaram valores superiotes. Estes resultados foram genericamente
confirmados aquando da anilise de amostras contendo teores de aminas dessa ordem de grandeza.
Usualmente, foi possivel determinar teores de 5-10 pg/L de 1,3-diaminopropano, cadaverina,
espermidina e 2-feniletilamina (nenhuma amostra analisada apresentou tdo baixos teores de
putrescina) com um coeficiente de variagio inferior a 15%. O valor de 10 pg/L foi, por isso,
adoptado como limite de quantificagio para essas aminas. Para a tiramina e para a espermina,
coeficientes de vatiacio desta ordem de grandeza apenas foram atingidos quando o teor das amostras

era de 20-30 pg /L. Abaixo destes niveis, o coeficiente de variagio era sistematicamente superior.

De notar que houve 2 intengdo de optimizar a metodologia de forma a obter-se linearidade
numa zona de trabalho até 10-15 mg/L, dado os teotes de putrescina apresentados por algumas
amostras. Caso houvesse necessidade de se baixar o limite de quantificagio poder-se-ia eventualmente
alterar alguns dos volumes usados, em especial aumentar a quantidade de extracto hidrocloridrico

sujeita 20 processo de derivatizagio (100 uL).

4.5, Conclusoées

O método desenvolvido demonstrou boas caracterfsticas para uma tigorosa quantificagio dos
compostos em estudo — diaminas, poliaminas ¢ duas das mais importantes aminas aromaticas:
tiramina e 2-feniletilamina — em mattizes dotadas de elevado grau de complexidade como sio os
vinhos do Porto e os mostos. As principais vantagens que lhe estdo associadas sdo a grande
sensibilidade e os bons niveis de linearidade, precisio e exactiddo demonstrados. Apresenta também a

capacidade, inerente aos métodos de quantificagio por GC-MS, de fornecer, para além do tempo de
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reten¢do cromatogrifico, dados adicionais relativos 4 identificagio dos compostos em estudo,
normalmente suficientes para proporcionar a sua identificagdo inequivoca sempre que, por qualquer

motivo, possam surgir dividas quanto 2 sua identidade.

Como principal desvantagem podemos referit o facto da metodologia requerer bastante
trabatho laboratorial, 0 que torna necessariamente lento o ritmo analitico alcancado. Adicionalmente,
€ de referir alguns problemas ligados 4 determinagio da tiramina, nomeadamente uma certa tendéncia
para o apatecimento de um segundo pico cotrespondente ao derivado monoderivatizado,
provavelmente em consequéncia de uma degradagio do composto bidetivatizado mais ripida do que
seria desejavel. Acresce o facto de na altura do desenvolvimento do método nio ter sido usado um
padrio interno com boas propriedades para a monitorizagio do composto, falha essa, contudo,

passivel de ser ultrapassada com facilidade.
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CAPITULO 4

ANEXO1

ESPECTROS DE MASSA DOS DERIVADOS HEPTAFLUOROBUTIRICOS

DAS AMINAS BIOGENICAS ESTUDADAS
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Abundancia relativa (%)

1,3-DIAMINOPROPANO

100 226
90 4
80 254
70 4 240
1 69
60 4
50 : 169
40
301 55
20 4
E 84 297
10 4 100 119 178 544 466
LALL U e, L 2
0 I‘II..LI‘......,.,,...||...‘.¢ T T ! . |..| A . . ; . ;
m/z-> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
M+ =466
254
240
226
197 21:‘.. H
. 1690y !
CF;CE, }CE, :CtNH;CH,CH,r CH, NH-C-CF, -CF, -CF,
i269 (M'-i12957§ M0 26 214"

*

207 (M*-169)

Este fragmento CoFs (m/z 119) di origem ao fragmento CaF4 (m/z 100) por perda de um dtomo de flior.

™ Fragmento que resulta de ruptura seguida de estabilizagio com dois 4tomos de hidrogénio adicionais, com a
provavel estrutura de:

+/OH

CEy-CF,-CF,-C(

NH,

Nota: as particularidades do espectro acima mencionadas sio comum 2 maioria dos espectros que se

apresentam a seguir, pelo que as indicagdes dadas servem também para os restantes.
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Abundancia relativa(%)
100

90

80

70

60

50

40 169

30

201 55 69

10
86 119 178

N T A AR I S

o

miz—> 50 100 150 200

M*= 480

PUTRESCINA
226
267
214 254
240
311
283 l 480
T At Y L P O o T
250 300 350 400 450 500
267(-H)
254

240

283 (M*197)

311 (M*169)

:254 240

g eme—
550

240
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CADAVERINA
Abundancia refativa (%)

100 | 226
90 3

1 9
80 4
70 1
60
50 169
40 4

] 100 214 280
30 4 268

i85

240

20 7

E 325
10 7 297 494

] }h“ L 128 { 197 264 l

0 1 ] ,I.L_L,L,j.l,“ P O Y T . WY ,LL.HL_ B . — : AL .
> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
M+=494
. 240
214 26 ;
197 H
119 16?
60 : | : )
CFE;:CF,:CE NH?CHZ§CH :CH,-CH,-CH,-NH-C-CE, -CF, -CF.
3ivta: (oila ity 2 2 GRS
; : 5268 254

280
i 207(M*-197)
325 (M*-169)
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1,6-DIAMINOHEXANO

Abundancia relativa (%)

100

226
90
80
70
60
69 82
169
50
40 240 282
214
55
30
339
114
20 100
254
311
10 178 197 dzss 204 l
0 ... L, R I. Y B Y \.l |.|I . . i '598 .
m/z--> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
M+=508
254
240 :
aig 220 :
NH:CH, CH, CH, CH,CH,-CH,"NH-C-CE,"CF,-CF,
T S
; 268
a04 282

{811 (Me197)
339 (M*-169)

Possivel estrutura do fragmento m/z 82 — CHz-CH»-CH2-CH2-CN
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ESPERMIDINA
Abundancia relativa (%)
100 226, 254
90
80 1 266
701
60
323
50
55 169
40 69
240
30 1
201 214 536
309 564
] 84 281 521
1 L FetTid 8 L ,L 295[ h 361 473 507
02 M) ..uf AMI.ALLL, Lk ,,I,. ol dl o o ol .l, gy .,,,Hl‘ vy ,ITIL ..?ﬁ lil e ey e
m/z—> 50 100 150 200 250 30 350 400 450 500 550 600 650
M+=1733
254 266 (-2H)
240
214 226 i
169 197 .
o MO L
CFy [ CE, | CE, C-NH CH; CH, CH, ‘CH,N-CH,; CH,CH,"NH: C-CE; CF,-CF,
207 309393e et I
: 5216323 © C'CFz'CF2'CF3
536 (M*-197) I I

564 (M*-169)

0)

* Fragmentos que resultam da perda, a partir do fragmento anterior, de um dos grupos derivatizantes terminais
(m/z 197), e subsequente estabilizacio por perda de um 4tomo de hidrogénio
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Abundancia relativa (%)
100

90 7
80 1
70 7
60
50 7
40 -
307

20“55

"W

169

b i

254

226

240

L

ESPERMINA

309

283 323
l 351
i

o LA
miz—> 50

g fod
s

200

2] «

M+ =986

0

)

250

300 350

]
C-CFy-CF2-CF3

T T
L,

600 650

O

I I
CF3-CF2'CFz-C'NH-CHz-CHz-CHz-N'CHz-CHz-CHz-CHz-I'\I-CHz-CHz-CHz-NH'C-CFz-CFz'CFs

C-CFy-CFs-CF3

O padrio de fragmentagio da espetmina € idéntico ao da espermina, apresentado na pigina anterior. O ido m/z
576 tem uma origem semelhante ao ido m/z 323 do espectro da espermidina (M*-212-197-1H).
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Abundancia relativa (%)
100

90

80

707

60

50

40

30 7
20
E 69
10*51

L.,.[ ull

104

91

2-FENILETILAMINA

148 ! L 97

317

m/iz—> 60 80

M+= 317

* Fragmento resultante de ruptura e perda de 1 4tomo de hidrogénio

91

Dl
CHzCHzNHC

226

148 (M*169)
i

o
{CFy-CFy:CF;

104*

197

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 330 340 360 380 400 430 440
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TIRAMINA
Abundancia relativa (%)
100 318
80
80
70
60
50
40 119 303
169
30
20 89 226 275
9
10 78 104
0 ol Jl Ill !J,lll " 1?? N L 332 .360 ‘ ‘462 ‘510 529 ‘
miz—-> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
M+= 529
197 303 317019
169 ! 91 i
g 11 x E 104 ; C”)
Syl
CFs! CF2:CF2 Ci0- CH: CHngH-C-CFz-CFz-CFs
) : P 816G1D 226 )
P 832(M*197)
360 (M*-169)
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Abundéncia relativa (%)

miz—->

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

Abundancia relativa (%)

m/z—->

100

90

80

70

60

50

40

30

20

ANFETAMINA
240
118
9
169
69
65
192
I' I ll“lml 131 146 b 23
80 80 100 120 140 160 180 200 20 240 om0 2ae 300 320 340
[2Hs] PUTRESCINA
228
169
274
62
69
216
244260 318
A 92 118 180 4
488
AU o | hod fh) 1 ‘ , , il ,
50 100 150 200 280 300 380 400 450 500 550
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1,7-DIAMINOHEPTANO

Abundancia relativa (%)
100 226

90
80

70

60 353

501 g5 169

40 o7 214

240 29
30 6

268
20 128 325

178

" JLLM Jl,]n.ui j ,|I,.i\ ] ‘,.’ A L,,j‘h"r " ,.M. A,l.l. , ||,,,,’. ) ,J,,.t o b g e e sfz,u T,

miz--> 50 100 150 200 250 300 350 400 450 00 550

NOR-ESPERMIDINA

Abundancia relativa (%)

100 254
90
80
70
60

50 226 309

40 1
307 69

20 4

522

10 550

L 100 128 198 L 337 479 |
il . )y

Y R W IR S E Y PV T N S (RO [ e e e e

50 w00 ke e as0 | ab0 | 350 400 450 500 550 600 650
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Abundancia relativa (%)

m/iz—->

100
90 1
80 1
70 4
60 7
50 1
40 1
30

20

50

69

NOR-ESPERMINA

100

10 +
96
O-TJL;LL.,ILJU’ ek Uy

254
226
309
337
169 240
l 284 507 662
USSR W S S S . - ‘..,J. \ L .
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

62'50

S

—_——
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Breve estudo dos espectros de massa apresentados

Na Tabela 4.A1.1 ¢ apresentado um resumo dos ptincipais fragmentos, em termos de valores
de m/z e respectiva percentagem relativa, dos espectros de massa apresentados nas paginas anteriotes,
relativos aos derivados heptafluorobutiticos das aminas biogénicas em estudo. Os compostos estio
divididos em 3 grupos, correspondentes, respectivamente, a diaminas, poliaminas e aminas
aromaticas. Todos os espectros foram obtidos com o aparelho de GC-MS a funcionar em modo de

varrimento total, numa gama de massas entre m/z 50 e m/z 700.
De uma breve leitura dos referidos espectros parece-nos ser de salientar os seguintes pontos:

1. A presen¢a do iio molecular é comum 4s quatro diaminas, permitindo uma ficil
identificagdo dos detivados formados, a partir da respectiva massa molecular, O mesmo
se passa com a 2-feniletilamina mas nio com a tiramina, onde o i4o molecular tem uma

intensidade muito reduzida (<<1%). Neste caso, contudo, é visivel a presenca de um ido
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TABELA 4.A1.1

PRINCIPAIS IOES DOS ESPECTROS DE MASSA DOS DERIVADOS HEPTAFLUOROBUTIRICOS
DAS AMINAS BIOGENICAS ESTUDADAS

Amina MM [M*] ldoBase M-169 M-197 169 214 226 240 254 Qutros ides importantes

1,3-Diaminopropano 74 466(7) 226 297(12) 2692 (49) () (100 (6§ (7 227(61), 69(60), 72(35),
84(13), 100(8), 178(7),

Putrescina 88 480(2) 226 3118 2833) (1) G4 (100 (1 (15) 267(34),55(17), 69017, 86(5),
178(5)
Cadaverina 102 4947) 226 325(12) 297() (49 () (100 (20 @ 69(82), 68(46), 280(31),

100(30), 268(27), 55(23)

1,6-Diaminohexano 116 508(1) 226  33923) 3119) (49 (3  (100) GG ©) 82(55), 69(53), 282(38),
55(30), 114(19, 100(15)

Espermidina 145 733 226 564(12) 536Q0) (9) (7). (100) G2 0§ 323(52), 55(40), 69(36),
253(36), 267(34), 536(20),
564(12), 521(7), 479(6),
351(5)

Espermina 212 996(a) 254 (@) @ 18 0O @8)  (22)  (100)  253(23),55(15),309(14),
609(11), 268(9), 323(8),
479(6), 576(5)

2-Feniletilamina 121 317¢1) 104  148() 12000 (1) O Q) © O 91(48), 105(19), 69(12),
65(10),
Tiramina 137 520(<1) 316  360(1) 332(1) (30) () (18) e e 303(35), 119(33), 69(20),
275(19), 226(18), 91(11),
104(8)

Entre paréntesis s3o apresentadas as percentagens relativas do respectivo ido
a - nio registado
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com um valor de m/z correspondente a M*-19, correspondente 4 perda de um 4tomo de
flior. No que respeita as duas poliaminas, nio foi possivel confirmar a presenga de ido

molecular dado que em ambos os casos apresentariam um valor de m/z superior a 700.

. Como se pode observar nas figuras que acompanham os espectros obtidos, verifica-se a
existéncia em cada uma das moléculas de diversos pontos de ruptura, daf resultando um
padrdo geral de fragmentagdo caracterizado pela abundéncia do nimero de diferentes
fragmentos. O principal ponto de ruptura, porém, tem em muitos casos lugar na ligacio
C—C entre os carbonos situados em posigdes o e B em relacio ao dtomo de azoto, o que
€ caracteristico dos compostos azotados. Um dos fragmentos resultantes dessa cisio,
cotrespondente 4 por¢io terminal da molécula [CH2—-NH-CO-CF,—CF,—CF3),
apresenta um valor de m/z 226, e estid presente em todos os espectros, constituindo
mesmo o ido base em todas as diaminas ensaiadas e também na espermidina. Na
espetrmina, o ido base apresenta um valor de m/z 254, sendo também resultado duma
fragmentagio a nivel de uma ligagio C—C do mesmo tipo (ruptura da ligagio entre os
carbonos o e B em relagio ao segundo 4tomo de azoto). O mesmo fragmento, alias,

aparece também nas outras di e poliaminas com grande intensidade relativa.

Outros ides comuns as di e poliaminas, tesultam de rupturas de outras ligagdes C—C que
ndo as indicadas, correspondendo, como se pode facilmente observar nas figuras

apresentadas, a fragmentos com m/z 214, 240, 268 (ou 266) e 282 (ou 280).

- Outro ponto importante de ruptura em todas as moléculas situa-se a nivel da ligagio
CFr—CO  daf resultando um fragmento com m/z 169, presente em todos os espectros
com uma intensidade relativa importante (entre 11 e 49 %), e fragmentos
correspondentes a m/z M*-169, que também se podem observar em todos os espectros,
embora com menor intensidade, provavelmente em resultado de fragmentagdes
subsequentes. No caso da tiramina e da 2-feniletilamina, esse fragmento M*-169 € quase
inexistente, ao contririo do fragmento m/z 169. Da observagio dos tespectivos
espectros, pode concluir-se que provavelmente o mesmo ser4 imediatamente cindido em
estruturas mais estaveis, que vao constituir os ides base dos respectivos espectros. No
caso da tiramina forma-se um fragmento com m/z 316, que corresponde a perda de CO;

do referido fragmento. No caso da 2-feniletilamina forma-se o fragmento m/z 104,
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resultante da perda do grupo NH—CO e de um dtomo de H. De acordo com a literatura,
este fragmento, que também é caracteristico do espectro de massa da 2-feniletilamina

nio derivatizada, apresenta a seguinte estrutura:

+
CH=CH,’

O mesmo fragmento é também observado, embora com uma intensidade relativa menor,

no espectro de massa da tiramina.

Nos espectros destes dois compostos, mas com maior relevincia para a 2-feniletilamina,
aparece também um ido de m/z 91, que resulta da perda de CH do fragmento antetior e

também é caracteristico do espectro de massa da 2-feniletilamina nio derivatizada.

4. Outro ponto de ruptura, embora com menor importancia do que os anteriores,
corresponde 4 ligagio N-—C , ligagio essa que caracteriza a formagdo deste tipo de
derivados. Daf resulta a formacio de fragmentos com m/z M*-197, visiveis em quase
todos os espectros. Porém, o fragmento m/z 197, que corresponde ao grupo
detivatizante, aparece sempre com uma intensidade relativa muito diminuta,
provavelmente por dar de imediato lugar 4 formagdo do fragmento m/z 169 por perda do
grupo CO. Daqui se pode também explicar o facto deste fragmento m/z 169 aparecer
sempre com maiot intensidade do que o correspondente M*-169, como assinalimos

atras.

5. Para além dos fragmentos com m/z 169 e 197 acima referidos, abundam nos espectros
estudados outros fragmentos mais pequenos, resultantes de fragmentagdes daqueles, e
que sio caracteristicos dos derivados obtidos pela acgdo de reagentes acilantes

perfluoroalquilicos. E o caso dos fragmentos com m/z 119, 100 ¢ 69.

Nota: As principais fontes bibliograficas usadas para o estudo apresentado foram:

Kitson, F.G., Larsen, B.S., McEwen, C.N., Gas Chromatography and Mass Spectrometry — A Practical Guide
(editado pela Academic Press, Londres) (1996).

McLafferty, F\W., Turetek, F., Interpretation of Mass Spectra, 4* edigio (editado pela University Science Books,
M. Valley, CA) (1993).
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CAPITULO 4

ANEXO 2

CURVAS DE RECUPERAGAO DAS AMINAS ESTUDADAS REFERENTES

A AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO E DE MOSTO
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Teor encontrado (ug/L)

Teor encontrado (ug/L)

1,3-Diaminopropano - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0

1000 -
800
600
400 /
200 P, y= 0,929796x -10,24608
R" =0,99948
.
+0 ¢ — =ttt
/
-2p0 200 400 600 800 1000 1200
200
Teor adicionado (ug/L)
1,3-Diaminopropano - Recuperagio (Mosto)
Teor inical: 0
500
400 .
300
200
*
y = 0,79677x - 2,51662
106 2
/./ R* = 0,99504
0 / t ' . ¢ . : , } .
p0 100 200 300 400 500 600
100

Teor adicionado (ug/L)
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Putrescina - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 1,639 mg/L

3560 Sad
3000
<) 2500 M
g o
o 2000
¥ i -
g v
g 1500
g ~
8
& -1000—-
y = 1,00057x + 1641,05889
500 R* = 0,99986
+ t t f : } f f ——0 : } t } t t t t i
-2300 -2000’/ -1500 -1000 -500 500 1000 1500 2000 2500
500
Teor adicionado (ug/L)
Putrescina - Recuperagio (Mosto)
Teor inicial: 2,239 mg/L
8
-
7
6
; 5 =
Y 4
3
bl
] P
8 A7
8 y = 1,04746x + 2,17969
R® = 0,99911
1
/ t 0 + f t f f ; } f
B -2 -1 1 2 3 4 5
1

Teor adicionado (mg/L)
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Teor encontrado (ug/L)

Teor encontrado (ng/L)

Cadaverina - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,073 mg/L

1200
o«
1000
800
600 - /4
400
*
y = 1,06393x + 76,10163
200 2
/’ R" =10,99977
o : : . : . : : :
-200 200 400 600 800 1000 1200
200
Teor adicionado (ug/L)
Cadaverina - Recuperagio (Mosto)
Teor inicial: 0,263 mg/L
1000
800 o
600
400
400 = po
=
60 y = 1,12341x + 258,08973
R* = 0,99871
} } + } +—0 + } } + } t t }
-4D0 -300 -200 -100 100 200 300 400 500 600
200

Teor adicionado (ug/L)
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Espermidina - Recuperagéo (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,023 mg/L

1400
1200 *
1000
3
e 800
&
[=3
el
g 600
g .
g
" 400 -
8 / y = 1,18169x - 2,58401
H ¢ R® = 0,99622
20 _
200 >
L 4
; 0.2 / " " ) } ; " " ' ’
-2D0 _ 200 400 600 800 1000 1200
200
Teor adicionado (ng/L)
Espermidina - Recuperagio (Mosto)
Teor inicial: 2,011 mg/L
3000
2500
2000 . /
a
L
15800
N 1500
el
&
=1
g 1000
[
g
= 500 y = 0,945273x + 2003,67592 |
R® = 0,99810
' + =/ i : t + i + —+0 } '
-2500 -2000 -1500 -1000 -500 500 1000
500

Teor adicionado (ng/L)
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Teor encontrado (ug/L)

Teor encontrado (pg/L)

e
[543
D
D

Espermina - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0

N
o
5=

1000
,/
/’0
860
600
*
400
y = 0,90788x + 22,58436
200 _* R* = 0,99591
t 04 / } } t t t + } t
o 200 400 600 800 1000 1200
200
Teor adicionado (ug/L)
Espermina - Recuperagiio (Mosto)
Teor inicial: 0,206 mg/L
800
700
0 /
500
400 *
300
o/'/'
200,
= y = 0,88758x + 204,27842
R’ = 0,99814
100
t t +——~0 t t t t f + t
DO -200 -100 100 200 300 400 500 6?0

Teor adicionado (ug/L)
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2-Feniletilamina - Recuperagdo (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,186 mg/L

1400
1200
- /
2 —
& 800
~ ~
/
S '3
£ 600
g
1
g /
g 400
3
= " y = 0,99897x + 182,76873
')00 2
- R” = 0,99965
+ —0 t t t f + t f + t t
-4D0 //-2/ 200 400 600 800 1000 1200
200
Teor adicionado (ug/L)
2-Feniletilamina - Recuperagdo (Mosto)
Teor inicial: 0,350 mg/L
1000
w00 /
<) 600 -
~
oo
<
[~]
o
& 400-1— v
g
Q ¢
[¥]
: "
g y = 1,04444x + 348,79271
< 200 A
= R" = 0,99792
| : ; : 0 i : : : , : ' : .
-400 -300 -200 -100 100 200 300 400 500 600
200
Teor adicionado (pg/L)
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Teor encontrado (ug/L)

Teor encontrado (ug/L)

Tiramina - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,309 mg/L

1600
1400 >
1200
1000
800 e
600
[
AQG * .
. y = 1,12257x + 282,79941
2_
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5.1. Introdugio

O presente capitulo ¢ dedicado ao método de GC-MS desenvolvido para a determinagio de
histamina em vinhos do Porto e em mostos. Tal como o método referido no capitulo anteriot, este

método pode ser dividido em trés partes fundamentais:

¢ Extracgio da histamina (e do seu isétopo tetradeuterado
[ot,,B,8-2H4]histamina, usado como padtio interno) por um
processo de par-iénico

¢ Derivatizagio dos compostos com anidtido heptafluorobutirico

¢ Anilise dos derivados obtidos por GC-MS em modo SIM
O capitulo estd esquematizado da seguinte forma:

a) Inicialmente, é feita a descrigio do procedimento analitico desenvolvido e das
condi¢bes operatdrias estabelecidas a titulo definitivo (posteriormente usadas na

anilise das amostras em estudo).
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b) Em seguida, é feita uma breve sintese sobre os métodos descritos na literatura para a

analise de histamina por cromatografia gasosa.

¢) Depois, sio relatadas as experiéncias executadas durante a fase de desenvolvimento

do método e é feita a respectiva discussio.

d) Finalmente, sio apresentados os testes de validagdo efectuados, os resultados obtidos

nos mesmos e a respectiva avaliagao.

5.2. Procedimento analitico

5.2.1. Processo de extracgio

A extraccio de histamina das amostras de vinhos e de mostos foi feita pelo processo de
extraccio descrito no capitulo anterior, baseado na acgio do reagente de par-iénico BEHPA. Como
padrio interno usou-se a histamina tetradeuterada — [o,o,3,3-2Halhistamina — tendo-se adicionado a
cada amostra (vinhos: 10 ml; mostos: 8 mL) e a cada padrio (idem) 100 pL ou 80 pL,
respectivamente, de uma solugio a 100 pg/mlL, de forma a obter-se uma concentragao final de

aproximadamente 1 mg/L.

5.2.2. Processo de derivatizagao

Em frasco de vidro silanizado de 5 mL, evaporou-se até 4 secura, sob uma ligeira corrente de
azoto ¢ a 70 °C, uma aliquota de 500 pL do extracto cloridrico obtido no processo extractivo
(adicionada de uma quantidade de metanol sensivelmente igual, cerca de 500 uL, de forma a aumentar
a rapidez do processo). Apds evaporagio total, adicionou-se ao residuo 150 pl. de uma mistura de
acetonitrilo:isopropanol (1:1) e 50 pL de uma solugdo a 10 % de diisopropiletilamina na mesma
mistura de solventes. Apés ligeira agitagio, de forma a promover a total dissolugdo do residuo,
adicionou-se 75 pL de uma solugio a 25 % do reagente derivatizante — brometo de

pentafluorobenzilo — em acetonitrilo. Fechou-se entdo o tubo com uma tampa revestida com Teflon®
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e promoveu-se o seu aquecimento a 40 °C durante 60 minutos (apds os primeiros 5 minutos de
aquecimento deu-se um ligeiro aperto na tampa, de forma a garantir a estanquicidade do tubo; em
cada 15-20 minutos, agitou-se ligeiramente o tubo durante alguns segundos). Depois de se ter deixado
arrefecer o tubo e o respectivo contetido, evaporou-se o meio reaccional até i secura, de novo sob
uma cortente de azoto, mas a frio. Uma vez obtido o residuo que continha os derivados formados,
dissolveu-se 0 mesmo com 250 pL. de uma solugio a 10 % de carbonato de sédio e extraiu-se os
derivados com 750 pL de diclorometano, agitando-se durante cerca de 1 minuto. Transferiu-se entio
a maior quantidade possivel, em geral cerca de 500 uL, do extracto organico (diclorometano) para um
tubo idéntico, no qual tinha sido colocada uma pequena quantidade de sulfato de sédio anidro (cetca
de 100 mg). Agitou-se durante cerca de 1 minuto, de modo a promover a completa desidratagio do
extracto, e transferiu-se o extracto para novo tubo igual, com o cuidado de evitar a passagem de
restos de sulfato de sédio. Finalmente, evaporou-se o extracto até a secura, mais uma vez sob uma
cotrente de azoto e a frio, e dissolveu-se o residuo em 100 pL de acetato de etilo. As solucdes foram

guardadas a -20 °C até a0 momento da injec¢do no sistema cromatografico.

5.2.3. Processo cromatogtrafico

A introdugio das solugdes a analisar no aparelho de GC-MS foi feita manualmente, no modo
de splitless (purge-off time: 60 s), com o injector 4 temperatura de 250 °C. Para a separagao
cromatogrifica usou-se uma coluna capilar revestida com uma fase ligada de dimetilsiloxano com 5 %
de grupos fenilo — DB-5MS da J&W Scientific (Folsom, CA, Estados Unidos) — com 30 m de
comptimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura da fase estacionairia. Usou-se
também uma pré-coluna, com igual didmetro interno, com cetca de 2 metros de comprimento ¢ da
qual periodicamente eram cortados os primeiros 20-25 centimetros. A unido entre a pré-coluna e a

coluna foi feita com um ligador de vidro apropriado.

A pressio do gis de arraste 4 entrada da coluna foi de 80 kPa e usou-se um gradiente de

temperatura, programado da seguinte forma:
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Temperatura inicial: 160 °C, mantida durante 1 minuto
Incremento de 20 °C/minuto, até 290 ° C
Constante a 290 °C, durante 10 minutos

Tempo total: 17,5 minutos

A temperatura da linha de transferéncia foi de 280 °C.

A aquisigio de dados foi feita inicialmente em modo vartimento continuo, numa gama de
massas de m/z 50 a m/z 450, de forma a estabelecer o tempo de tetengio de cada composto e a obtet

O respectivo espectto de massa.

Uma vez estabelecidas as condi¢es de separagio cromatogréfica, e tendo como objectivo a
quantificagdo dos compostos em andlise, a aquisi¢do de dados foi feita em modo de monitorizagido
selectiva de ides, tendo-se usado os ides m/z 181, 290, 292, 470 e 474. O tempo de monitorizagio de
cada iio foi de 50 milisegundos por ciclo. O detector manteve-se desligado durante os primeiros 7

minutos.

5.2.4. Quantificagdo

A quantificagio foi feita seguindo o mesmo modelo por "séries” detalhadamente descrito no
capitulo anterior. Monitorizaram-se os valores obtidos pela integragao das dreas correspondentes a0
pico do derivado da histamina no cromatograma de massa do ido m/z 470 e ao pico do derivado da
[ot,0,B,B-2H ] histamina (padrdo interno) no cromatograma de massa do ido m/z 474. A integracio foi
feita na opgio de modo manual permitida pelo "software" usado para o efeito. O valor
cotrespondente 4 relagio drea da histamina/4rea do padrdo interno foi entdo interpolado numa cutrva
de calibracio construida pela andlise de solugdes padrio sujeitas a um tratamento rigorosamente igual
a0 das amostras. As solucdes padrio foram preparadas pela adi¢io da quantidade requerida de
histamina e do padrio interno [o,0,B,8-2Ha]histamina as mesmas matrizes sintéticas referidas no

capitulo anterior.
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5.3. Andlise de histamina por cromatografia gasosa. Consideragdes prévias

Sao relativamente escassas as referéncias feitas na literatura 3 andlise de histamina por
cromatografia gasosa. A maior dificuldade parece estar relacionada com a presenca do anel
imidazélico, o qual apresenta uma estrutura quimica tautomérica que o torna pouco reactivo na
presenca dos reagentes derivatizantes normalmente usados para a detivatizacio de compostos
aminados. Quando cromatografada com o anel imidazélico intacto, a histamina apresenta um
comportamento muito pobre que ¢ consequéncia de fendmenos de adsorgdo intensos no interior do
sistema cromatogrifico, os quais resultam em picos com "tailing” pronunciado e em respostas
caracterizadas pela nio-linearidade [Navert et 4/, 1986; Staruszkiewicz e Bond, 1981]. Por esse
motivo, metodologias bascadas na andlise do composto apés derivatizacio com reagentes sililantes
[Mahy e Gelpi, 1977] ¢ acilantes, como o anidrido heptafluorobutirico [Navert, 1975] e o anidrido

trifluoroacético [Cancalon e Klingman, 1972), foram rapidamente abandonadas.

Um das poucas classes de reagentes capazes de reagir eficazmente com o anel imidazélico da
histamina € a dos cloroformatos. Essa caracteristica foi aproveitada por Mita et al [1979] que
propuseram e mais tarde aperfeicoaram [Mita ez 4/, 1980a; Mita ¢t 4/, 1980b] uma metodologia
baseada num processo de derivatizagio em duas etapas, a primeira com anidrido heptafluorobutirico
e a segunda com cloroformato de etilo, que dava origem a um detivado, N -heptafluorobutiril-N*-
-etoxicarbonil-histamina, com boas propriedades cromatograficas. Além de pouco simples na sua
execugdo, o processo apresentava um rendimento global relativamente baixo, da ordem dos 70 %.
Slemr e Beyermann [1984] usaram um processo semelhante para a determinagdo da histamina em
produtos cirneos, substituindo o anidrido heptafluorobutitico pelo anidrido acético. O derivado
formado, N“—triﬂuoroacetil—l\f—etoxicarbonil—histamina, apresentou-se, contudo, muito instavel,

degradando-se rapidamente.

Uma metodologia idéntica 4 desenvolvida por Mita e colaboradores foi proposta por Keyzer
e colaboradores [Keyzer ef /., 1983; Keyzer ¢z al, 1984]. Estes autores usaram cloroformato de metilo
em vez de cloroformato de etilo na segunda etapa de detivatizagio, e fizeram uso da técnica de
GC-MS com ionizagio quimica para a deteccio do composto. Pese embora o baixo rendimento
global obtido, cerca de 50 % entrando em consideragdo com as 2 etapas de extrac¢io envolvidas, o

processo passou a ser usado pelo mesmo grupo de autores em diversos trabalhos posteriores
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dedicados 4 quantificagio de histamina e metabolitos relacionados em fluidos biolégicos [Oosting e

Keyzer, 1991; Keyzer et al, 1985, p. ex.].

Um outro processo baseado numa dupla derivatizagdo da histamina foi proposto por Wollin e
Navert [1985] e Navert ef al [1986]. Neste caso, a molécula era previamente detivatizada com
anidrido heptafluorobutirico, que reagia com a funciio amina primaria da cadeia lateral, e, em seguida,
com anidrido acético, o qual, nas condigdes reaccionais usadas pelos autores era capaz de reagir com
o azoto do anel imidazélico e, dessa forma, dar origem ao detivado N* -heptafluorobutiril-N*-acetil-

-histamina.

O uso do brometo de pentafluorobenzilo como reagente capaz de dar origem a um derivado
da histamina com boas propriedades cromatograficas foi sugerido pela primeira vez por Roberts 11
[1984]. Este autor demonstrou que aquele reagente era capaz de, em determinadas condigdes
reaccionais, promover uma tripla alquilagio da histamina, por substituicio dos dois hidrogénios
ligados ao azoto da cadeia lateral e também do hidrogénio reactivo do anel imidaz6lico, dando origem
a um composto que se pode designar por tri(pentafluorobenzil)histamina (Figura 5.1). As condigdes
reaccionais propostas caractetizavam-se pelo uso de acetonitrilo como solvente e de
diisopropiletilamina como aceitador do 4cido brémico libertado durante a reacgdo, a qual era realizada
durante 30 minutos, 4 temperatura ambiente. No final, o excesso de reagentes era evaporado a secura,
o residuo dissolvido em Na>CO3 a 10 %, o derivado extraido com diclorometano e, finalmente, apos
evaporagio, dissolvido em acetato de etilo. O derivado obtido apresentou boas propriedades
cromatogrificas, tendo o processo sido utilizado numa metodologia desenvolvida para a
determinacio de histamina em urina por GC-MS com ionizagio quimica negativa, fazendo uso de um
anilogo isotépico da histamina, [o,a,B,8-2Ha]histamina, como padrdo interno [Roberts II e Oates,

1984].

Este processo de derivatizagio foi alguns anos mais tarde estudado e optimizado por Payne ef
al. [1989] que estabeleceram um protocolo analitico com algumas modificagSes em relagio a proposta
otiginal. Assim, de forma a melhorar o rendimento do processo, foram aumentadas tanto a duragio
da reaccio, que passou de 30 para 60 minutos, como a temperatura usada, que passou de temperatura
ambiente para 40 °C. Por outro lado, foi reduzida a quantidade relativa de diisopropiletilamina usada,

de forma a diminuir as reacgdes de decomposicdo verificadas. A etapa de extracgdo dos derivados
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obtidos foi, por sua vez, substituida por um processo de purificagio/extracgdo baseado na passagem

da solugdo por uma micro-coluna de gel de silica.

/C6F5
CHq
CH:CH3yNH, CH:CH:N
HN\/N + 3 CeFsCH2Br ——— CerCHz—N\/N C§2 + 3 HBr
Cel's

Figura 5.1. Reacgio de derivatizagio da histamina com brometo de pentafluorobenzilo.

Sem grandes alteragdes do ponto de vista da anilise cromatografica, nomeadamente no que
diz respeito a detecgdo do composto por GC-MS com ionizacio quimica negativa, a metodologia
passou a set usada pelos autores na anilise de histamina em diferentes fluidos biolégicos [Payne e

Gerber, 1997].

5.4. Desenvolvimento do método e discussio

A metodologia desenvolvida teve como ponto de partida as propostas atrds mencionadas
baseadas no uso do brometo de pentafluorobenzilo com agente derivatizante. O objectivo foi o de
estabelecer um método capaz de permitit, de uma forma exacta e reprodutivel, a identificacio e a

quantificagdo da histamina nas matrizes em estudo.

O trabalho experimental realizado teve como principais metas:
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2)

b)

d)

Confirmar a exequibilidade do brometo de pentafluorobenzilo como reagente
derivatizante para a andlise de histamina por cromatografia gasosa, nas condigoes

teaccionais indicadas pelos autores atras referidos.

Avaliar a possibilidade de wusar o mesmo processo de extracgio com
BEHPA /cloroférmio que tinha sido usado para as aminas referidas no capitulo anterior,
tanto no que respeita ao tendimento do processo para a extracgao de histamina como no

que respeita 2 eliminagio de potenciais interferentes do processo cromatografico.

Em consequéncia do ponto anterior, avaliar a necessidade, ou nio, de se recorrer a uma
coluna de gel de silica para purificar o meio reaccional no final do processo de
derivatizacio.

Avaliar a possibilidade de efectuar a anilise por GC-MS pot impacto electrénico, de
acordo com o equipamento disponivel, e nio por ionizagio quimica negativa como

proposto pelos autores acima refetidos.

Optimizar o volume de extracto a derivatizar, tendo em conta os teotes de histamina

presentes nas amostras.

Finalmente, avaliar a necessidade, ou no, do uso de um anilogo isotépico do composto

como padrio interno.

No que respeita 20 processo de derivatizagio em si, as experiéncias efectuadas durante

fase de desenvolvimento do método permitiram-nos concluir que:

O brometo de pentafluorobenzilo constitui, efectivamente, um reagente adequado para a
derivatizacio da histamina, aptesentando-se as condigdes reaccionais propostas por
Payne et al. [1989] como as mais adequadas para a obtengio de bons niveis de

reprodutibilidade.

O processo extractivo baseado na acgdo do BEHPA/cloroférmio, pormenorizadamente
desctito no capitulo anterior, permite uma extracgio de forma quantitativa e reprodutivel
da histamina presente nas amostras, em simultineo com as aminas analisadas pela
metodologia baseada na derivatizagio com anidrido heptafluorobutitico, também

apresentada no capitulo antetior. Dessa forma tornou-se possivel a conjugagio dos dois

esta
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métodos analiticos desenvolvidos, sujeitando as amostras a analisar a uma Unica
extracgdo, e dividindo-se posteriormente o extracto cloridrico obtido em duas potg¢des,
cada uma sujeita a um dos dois processos de detivatizagdo em questio. Tendo em conta
os baixos teores de histamina presentes nas amostras, optou-se, neste caso, pot um

volume de 0,5 mL de extracto clotidtico a ser sujeito ao processo detivativo.

3. Em consequéncia do grau de purificagio atingido pelo teferido processo extractivo,
torna-se possivel analisar os derivados obtidos sem os sujeitar ao processo de putificagio
do meio reaccional por passagem por uma micro-coluna de gel de silica, como
preconizado por Payne et 4l [1989]. Alternativamente, optou-se pelo processo de
extrac¢do dos derivados, a partir do meio reaccional, proposto pot Roberts II e Oates
[1984]. Este, contudo, revelou-se como o aspecto menos conseguido da metodologia
estabelecida, dado o facto de ser muito dificil a separagio da fase de diclorometano, que
contém os derivados formados, da fase aquosa (Na2CO3 a 10 %) devido a inexisténcia de
uma suficiente diferenca de densidade entre as duas fases. Inclusivamente, pequenas
alteragdes dos volumes propostos pelos autores para as duas solugdes (150 pL de
solugdo aquosa de Na,COs a 10 % e 250 uL de diclorometano) provocam a inversio das
duas fases. Depois de virias tentativas de optimizagdo, com diferentes volumes de cada
uma das solugdes e com diferentes concentragdes da solugio de NaCOj usada
verificou-se que a solugéo finalmente adoptada (250 pL. de solugio aquosa de Na,COj3 a

10 % e 750 pL de diclorometano) era a que propotcionava melhores resultados.

No que respeita ao processo cromatografico, verificou-se que o uso do equipamento de
GC-MS disponivel, com ionizagio por impacto electrénico, permitia niveis suficientes de

sensibilidade para os teores de histamina apresentados pelas amostras.

Na Figura 5.2 sio apresentados os espectros de massa obtidos nas condigdes experimentais
usadas relativos 4 histamina e ao respectivo padrio interno, [o,a,B,3-2Hy]histamina. Como se pode
obsetvat, em ambos os espectros nio é visivel o sinal correspondente aos ides moleculares — m/z
651 e m/z 655, respectivamente — o que confirma as indicagdes referidas na literatura [Roberts II,
1984]. O ido base — m/z 181 — corresponde a um fragmento caracteristico do agente derivatizante,

[CH2CeFs}*, daf ndo ter sido usado no trabalho de quantificacio, dada a sua falta de selectividade.
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Os ides escolhidos para o trabalho de quantificagio em modo SIM — m/z 470 e 474,
respectivamente — sio interpretados como sendo formados em resultado da perda do fragmento
acima referido, [CH2CeFs]*, a partir do iio molecular (m/z 470: M* (651) - 181; m/z 474: M* (655) —
181). Nio obstante apresentarem uma baixa intensidade relativa (cerca de 25-30 % da intensidade do
iio base), aqueles ides apresentaram-se altamente selectivos para os compostos em questio e
suficientemente sensiveis para os teores de histamina presentes neste tipo de amostras. Este facto
pode ser observado nos cromatogramas apresentados na Figura 5.3, correspondentes a uma amostra
de vinho do Porto contendo 31,2 ug/L de histamina. Da sua obsetvagio, pode avaliar-se igualmente

o bom comportamento cromatogrifico de ambos os compostos.
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Figura 5.2. Espectros de massa dos derivados obtidos pela reacgdo do brometo de pentafluorobenzilo com
histamina (a) e com a [«,«,8,8-2H,]histamina (PI) (b) obtidos, nas condigbes estabelecidas, pot

impacto electrénico a 70 ev.
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TIC: B94-1.D
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Figura 5.3. Cromatogramas de uma amostra de vinho do Porto contendo 31,2 pg/L de histamina obtidos nas
condigdes estabelecidas para a quantificagfio: monitorizagdo selectiva dos ides m/z 181, m/z 290, m/z

292, m/z 470 e m/z 474.

a) Cromatograma iénico total
b) Cromatograma de massa do i%o m./z 470 (histamina)
¢) Cromatograma de massa do ido m/z 474 (Ju,x,8,8-2Hi histamina)
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5.5. Validagio do método

5.5.1. Linearidade

Para estudar a linearidade do método no que respeita ao processo cromatografico
(derivatizagdo e analise por GC-MS) prepararam-se, numa fase inicial do trabalho, solugbes padrio de
histamina em HCl 0,1 M (adicionadas do padrio interno: 1 mg/L), das quais se detivatizou
directamente aliquotas de 500 pL, sem as sujeitat ao processo de extrac¢do. Usatam-se cinco niveis de
concentragdo (mais o branco) — 0; 0,100; 0,500; 1,000; 2,500 e 5,000 mg/L — tendo-se obtido uma
recta definida pela equagdo — y = 1,00242 x - 0,03003 — com um coeficiente de correlagio de

0,99986.

A exemplo do referido no capitulo antetior, o estudo da linearidade global da metodologia
desenvolvida foi feito por virias vezes, tantas quantas as curvas de calibragio construidas (para cada
ensaio, correspondente a cerca de dez a quinze amostras, construiu-se uma nova curva de calibragio).
O numero de pontos das curvas de calibragdo foi de 5 ou 6, numa gama de 0,010 a 2,000 mg/L pata
os vinhos do Porto e os mostos e de 0,025 a 5,000 mg/L para alguns vinhos de mesa que também
foram analisados. Os coeficientes de cotrelagio obtidos foram sempte supetiores a 0,99950, tendo em

alguns ensaios sido superiores a 0,99990.

5.5.2. Precisio

Para determinar a precisio da metodologia desenvolvida, fizeram-se 6 determina¢des em
paralelo a duas amostras de vinho do Porto, a2 uma amostra de vinho tinto e 2 uma amostra de mosto,
escolhidas de forma a abranger diferentes teores de histamina. Nos trés casos, partiu-se de seis
aliquotas da mesma amostra e procedeu-se 2 sua andlise como de um conjunto de seis amostras
diferentes se tratasse, em simultdneo com uma sétie de padrées usados para a construgdo das curvas
de calibragio necessirias. Cada extracto final foi injectado em duplicado, considerando-se como

resultado final a média dos dois resultados obtidos. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.1.
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No caso dos mostos, atendendo ao baixo teor da amostra sujeita ao ensaio de precisio,
efectuou-se um outro estudo de precisio relativo 2 mesma amostra mas agora adicionada de uma
quantidade de histamina correspondente a 250 ug/L. Para o efeito retiraram-se 6 aliquotas de 8 mL
da amostra em estudo, adicionou-se a cada uma igual quantidade de solugdo padrio de histamina e

procedeu-se como acima descrito. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.2.

5.5.3. Recuperagio

Efectuaram-se dois ensaios de recuperagio, usando-se para o efeito uma amostra de vinho do
Porto e uma amostra de mosto cujos teores de histamina tinham sido determinados no ensaio de
precisio. No caso da amostra de vinho do Porto, o estudo da recuperagio foi feito com quatro niveis
de adiciio, enquanto no caso do mosto esse nimero foi de cinco. O tratamento das amostras foi feito
em paralelo com padrdes usados para a construgdo da curva de calibragio. Cada extracto final foi
injectado em duplicado, considerando-se como resultado final a2 média dos dois resultados obtidos.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5.3.

Com base nos resultados obtidos, construiram-se graficos (um para cada matriz) relacionando
os teores obtidos (ordenadas) em fungdo dos teores adicionados (abcissas). Como referido
anteriormente, o coeficiente de cotrelagio obtido déd-nos uma ideia da linearidade da metodologia em
condicdes "reais" de anilise, na qual entra em conta a especificidade das matrizes analisadas. Os
grificos obtidos assim como as respectivas equagoes das rectas obtidas e os valores de R? sdo

apresentados nas Figuras 5.4 e 5.5.

5.5.4. Limites de detecgio e de quantificagio

Nio foram executados estudos exaustivos tendo em vista a determinagio dos limites de
detecciio e de quantificagio. Contudo, verificou-se ser possivel fazer a determinagdo de amostras
contendo cerca de 10 pg/1. de histamina com um coeficiente de variagdo ligeiramente inferior a 15 %,
pelo que tomamos esse valor como indicativo para o limite de quantificagdo da metodologia. De

notar que houve a intengdo de optimizar a metodologia de forma a obter-se linearidade numa zona de
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trabalho até 5 mg/L. Caso houvesse necessidade de se baixar o limite de quantificacdo poder-se-ia
eventualmente alterar alguns dos volumes usados, em especial diminuir a quantidade final de acetato

de etilo usada para a dissolugéo final dos detivados obtidos.
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TABELA 5.1

RESULTADOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE PRECISAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA
NAS DIFERENTES MATRIZES ESTUDADAS: VINHO DO PORTO (2 AMOSTRAS), VINHO DE
MESA E MOSTO (n=6)

Amostra Média (ug/L) Desvio-padrio C. V. (%)
Vinho do Porto (a) 19,1 1,7 9,0
Vinho do Porto (b) 175,1 43 2,3

Vinho tinto 3748,0 216,9 5,8

Mosto 374 4,2 11,2

TABELA 5.2

RESULTADOS OBTIDOS NO ENSAIO DE PRECISAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA
NUMA AMOSTRA DE MOSTO ADICIONADA DE 250 },Lg/L DE HISTAMINA (n=0)

Amostra Média (ng/L) Desvio-padrio C. V. (%)

Mosto (+250 ng/L) 300,5 2,8 0,9
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TABELA 5.3

RESULTADOS OBTIDOS NOS ENSAIOS DE RECUPERACAO EFECTUADOS COM UMA AMOSTRA
DE VINHO DO PORTO E UMA AMOSTRA DE MOSTO

Histamina

Teor inicial Teor adicionado Teot encontrado Recuperagio
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (o)
100,0 114,7 95,6
250,0 284,6 106,2
Vinho do Porto 19,1
500,0 557,3 107,6
1000,0 1129,3 111,0
25,0 54,3 67,5
50,0 89,4 104,0
Mosto 374 100,0 136,4 99,0
250,0 301,1 105,5
500,0 536,8 99,9
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Histamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
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Figura 5.4. Cutva de recuperagio obtida pela adi¢io de quantidades conhecidas de histamina a uma amostra de
vinho do Porto.
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Figura 5.5. Curva de recuperagio obtida pela adigio de quantidades conhecidas de histamina a uma amostra de
mosto.
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5.6. Conclusdes

A anilise dos resultados obtidos nos ensaios de validagio efectuados demonstra que a
metodologia analitica desenvolvida cortespondeu inteiramente aos pressupostos fundamentais que
estiveram na sua origem: desenvolvimento de um método dedicado 4 determinacio quantitativa de
histamina em amostras de vinhos do Porto e de mostos, dotado de elevados niveis de sensibilidade,
de precisio e de exactidio, e passivel de ser usado como método de referéncia sempre que necessario,
nomeadamente para a confirmagio de resultados obtidos por diferentes métodos ou para a respectiva

validagio.

Para além das boas caracteristicas apresentadas pelo método no que respeita aos ensaios de

validagio efectuados, podem salientar-se outros aspectos positivos que julgamos relevantes:

2) O excelente desempenho do método de extracgio usado, facilmente verificivel, entre
outros aspectos, pelo facto dos niveis de lincaridade obtidos com solugdes padrio sujeitas ao
processo de extracgdo serem da mesma ordem de grandeza dos obtidos com solugdes padrio nio

sujeitas ao referido processo.

b) O facto de ter sido possivel executar o trabalho com recurso ao modo mais simples de
GC-MS, que corresponde a ionizagio por impacto electrénico, em contraste com as propostas
anteriores, todas elas baseadas na técnica de GC-MS com ionizagdo quimica negativa, muito mais
exigente sob o ponto de vista do equipamento necessario. Apesar de a sensibilidade obtida ser,
teoricamente, significativamente inferior, devido 4s diferencas no tipo de espectros obtidos em ambas
as técnicas, a metodologia desenvolvida apresentou-se perfeitamente adequada aos teores de

histamina presentes neste tipo de amostras.

¢) O bom comportamento cromatogrifico apresentado pelos derivados obtidos,
correspondentes 4 histamina e ao seu isétopo tetradeuterado usado com padrio interno, e a boa

separagio cromatografica obtida.

Como aspectos menos positivos da metodologia, na sua esséncia nio mensurdveis porque
baseados na experiéncia entretanto adquirida na sua aplicagdo a um elevado nimero de amostras,

pensamos ser nosso dever realgar dois em particular:
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O primeiro prende-se com o facto de a metodologia ser morosa, dispendiosa no que respeita
a0 uso de consumiveis e de execucio laboratorial algo dificil. Neste tltimo aspecto, deve referir-se,
em particular, as dificuldades existentes no processo de extracgdo dos derivados obtidos com
diclorometano, ja atras referidas. Para além disso, durante a totalidade da metodologia ha quatro (trés
no caso dos mostos) etapas de evaporagio de solventes, todas elas exigindo cuidados especiais pot
parte do operador no que tespeita 4 intensidade do fluxo de azoto, de forma a limitar quaisquer

possiveis perdas dos compostos de interesse.

O segundo aspecto menos positivo a destacar, é, em parte, consequéncia do elevado numero
de etapas da metodologia, consistindo numa variagio maior do que o desejivel das 4reas obtidas em
picos correspondentes & mesma quantidade de composto na amostra inicial. O facto € mais evidente
no que respeita is areas do padrio interno, que apresentaram uma variagdo maior do que o habitual

neste tipo de metodologias (pot exemplo, na metodologia referida no capitulo anterior).

Contudo, para além das perdas irteprodutiveis que porventura possam ter ocotrido durante a
sequéncia de etapas analiticas executadas e também da irreprodutibilidade inerente ao processo de
injec¢io manual utilizado, o facto tem também a ver com um fenémeno por vezes referido na
literatura quando se usam andlogos isotépicos como padrdes internos, que € o da presenca de
quantidades crescentes de um deles (regra geral, o correspondente 20 analito cuja concentragao se
quer determinar) implicar um aumento do sinal analitico correspondente ao outro (regra geral, o
correspondente ao padrio interno). Para melhor compreensdo deste fendmeno, apresentamos na
Tabela 5.4 os dados brutos correspondentes a uma das curvas de calibragio obtidas, os quais nos
pareceram exemplares para ilustrar esta questdo. Com efeito, ¢ perfeitamente visivel, pela anilise da
tabela, 0 aumento da 4rea correspondente 20 pico de padrio interno com o aumento da concentragio
de histamina nos padrdes. Nio obstante, nesta como nas outras curvas de calibragio construidas, €
notavel o grau de linearidade obtida. No exemplo da tabela o coeficiente de correlagdo obtido foi de r
= 0,99999. Para a obtencio destes niveis de linearidade parece-nos evidente o papel essencial

desempenhado pelo uso de um anélogo isotdpico da histamina como padrio interno.

Finalmente, é de considerar o facto de ser possivel que a metodologia desenvolvida possa ser
usada na determinacio simultinea de outras aminas ndo volateis. Da mesma forma que reage com a
funcdo amina da cadeia lateral da molécula de histamina, provavelmente o reagente derivatizante

usado serd capaz de reagir com as fungbes amina de outras aminas biogénicas e dar origem a
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derivados com uma volatilidade pouco intensa, e, por isso, passiveis de nio serem eliminados durante
as vatias etapas de evaporagio a que ¢ submetido o0 meio teaccional apds a reacgdo de derivatizagio.
Infelizmente, contudo, esse estudo ndo chegou a ser feito, em parte porque tinhamos acabado de
estabelecer um método adequado para a determinagdo desses compostos, em patte porque o
desenvolvimento da metodologia se deu numa altura em que as avarias no aparelho de GC-MS
comegaram a suceder de uma forma continua. A sua realizagio futura parece-nos, porém, de todo o

interesse.

287




Capitulo 5 - Derivatizagdo com brometo de pentafluorobenzilo

TABELA 5.4.

VALORES OBTIDOS NA INTEGRAGAO DAS AREAS DOS PICOS CORRESPONDENTES A
HISTAMINA E A [o,0,8,8-2H4]HISTAMINA (P.1.) USADOS PARA A CONSTRUGAO DE UMA

CURVA DE CALIBRAGAO
’Histamina ' Hd, (PT) Area H/ Area Hd,
Area(ido 470)" Area (id0 474)'
Padrdes (ug/L)
0,0 0 162935 0,000
25,0 10665 201548 0,053
50,0 27352 229762 0,119
100,0 88759 375290 0,237
500,0 691156 572657 1,207
1000,0 1566702 652022 2,403

I As areas sio expressas em unidades asbitririas definidas pelo “software” usado

*Hd, - a [0,0,8,B-2Hy histamina
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CAPITULO 6

DETERMINAGAO DE AMINAS BIOGENICAS EM VINHOS
DO PORTO E EM MOSTOS

DESENVOLVIMENTO DE UMA METODOLOGIA BASEADA
NUM PROCESSO BIFASICO DE DERIVATIZACAO COM
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6.3.1.2. Desenvolvimento inicial de uma metodologia para a determinagio de aminas em vinhos apds
derivatizagdo com cloroformato de butilo. Razdes do insucesso obtido

6.3.1.3. Trabalho experimental realizado para a definigio das condi¢des de derivatizacio usadas
6.3.2. Processo cromatogrifico

6.3.2.1. Escolha dos padrdes internos
6.3.2.2. Condigbes operatérias
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6.4.4. Limites de detecgio e de quantificagio
6.4.5. Comparagio de métodos

6.5. Conclusdes
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Anexo 1. Espectros de massa dos derivados isobutoxicarbonilicos das aminas biogénicas estudadas

Breve estudo dos espectros de massa apresentados
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6.1. Introdugdo

O presente capitulo é dedicado a0 método de GC-MS baseado no uso de cloroformato de
isobutilo como agente derivatizante, desenvolvido e usado na determinacio da generalidade das
aminas biogénicas estudadas (com excepgdo da histamina, da espermidina e da espermina) em vinhos

do Porto e em mostos.

Atendendo mais uma vez aquilo que nos pareceu melhor do ponto de vista de clareza da

explanagdo, o capitulo estd esquematizado de seguinte forma:

a) Inicialmente, é feita a descri¢io do procedimento analitico desenvolvido e das
condi¢Ses operatérias estabelecidas a titulo definitivo (posteriormente usadas na

andlise das amostras em estudo).

b) Em seguida, sdo relatadas as diversas etapas potque passou o desenvolvimento do
método e é feita a respectiva discussido. De forma a familiarizar o leitor com a

tematica em discussdo, este item é iniciado por uma breve sintese sobre as

293




Capitulo 6 - Derivatizagdo com cloroformato de isobutilo

propostas existentes na literatura para o uso de cloroformatos como agentes
detivatizantes, seguindo-se a descri¢do de uma primeira metodologia inicialmente
desenvolvida e a justificacio do seu posterior abandono e, finalmente, o relato das
experiéncias executadas durante a fase final de desenvolvimento do método e a

discussdo das opgdes tomadas.

¢) Finalmente, sio apresentados ¢ comentados os resultados obtidos nos testes de

validacio efectuados.
d) Em anexo sio apresentados:

o Os espectros de massa referentes a todos os derivados obtidos e um breve

estudo sobre a respectiva elucidagio

o As curvas de recuperacio obtidas para todas as aminas ensaiadas em duas

matrizes diferentes: vinhos do Porto e mostos.

6.2. Procedimento analitico

6.2.1. Processo de derivatizagio

Mediu-se uma aliquota de 5,0 mL de amostra (previamente centrifugada no caso dos mostos)
e adicionou-se 100 pL de uma solugio em HCl 0,1 M contendo os 8 padrdes internos usados —
[2Hs]etilamina, [2Hs]metilamina, [2Hs]pirrolidina, [?Hs]putrescina, [ot,00,8,8-2H4]histamina®, anfetamina,
hidroxianfetamina e heptilamina — numa concentragio de 50 mg/L cada, de forma a obter uma
concentracio na amostra de 1 mg/L*. Transferiu-se entdo uma aliquota de 1,0 mL da amostra para
um frasco de vidro silanizado de 5 mL, adicionou-se 1,0 mL de tolueno, alcalinizou-se a mistura com
1,0 mL de solucio tampio fosfato 0,5 M a pH 12 e, finalmente, adicionou-se 25 pL. do reagente
derivatizante, o cloroformato de isobutilo. Agitou-se manualmente durante 10 minutos (seguidos de

cetca de 30 segundos de agitagio em voértex) e centrifugou-se a 5000 rpm durante 5 minutos. Nos

L] . . . “q: s . -~ . . .
Embora no final se tenha verificado a inviabilidade do método para a quantificagio de histamina, todos os procedimentos
analiticos foram efectuados tendo em vista esse fim, dai o uso do padrio interno respectivo.

* Alternativamente, adicionou-se 50 uL de uma solugio em HC1 0,1 M contendo alguns dos padrdes internos numa concentragio
de 100 mg/L e 50 uL de uma solugio em HC1 0,1 M contendo os restantes na mesma concentragio.
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casos em que a separagdo das fases se apresentou dificil, destruiu-se com uma micro-espétula a
membrana sélida normalmente formada entre as duas fases e voltou a centrifugar-se. Dividiu-se entio

a fase toluénica (fase superior) em duas porgdes:

a) Uma porcio da fase toluénica (500 pL) foi transferida para outro frasco de 5 mL e
adicionada de igual quantidade de metanol alcalino (uma solucio de metanol saturada de
hidréxido de potissio, filtrada por filtro de 0,45 pm). Agitou-se manualmente o tubo
durante 5 minutos, adicionou-se 1,5 mL de NaOH 5 M e voltou a agitar-se manualmente
durante mais 5 minutos. Centrifugou-se a 5000 rpm durante 5 minutos. Usou-se a fase
toluénica (fase superiot) para a determinacio de todas as aminas em estudo, com

excepgio da tiramina.

b) Uma segunda porgio da fase toluénica (250 pL) foi transferida para um tubo idéntico ao
antetior e evaporada a secura sob uma ligeira corrente de azoto, a 80 °C. O residuo foi
redissolvido em 100 pL de tolueno, tendo-se usado a solugdo obtida para a determinacio

da tiramina.

6.2.2. Condigdes operatorias

A introdugio das solucdes a analisar no aparelho de GC-MS foi feita manualmente, no modo
de "splitless”, com um pulso de pressio (32 psi; 45 s). Usou-se um "insert" de 4 mm de didmetro
interno com uma constricio em cada umas extremidades e a temperatura do injector foi de 250 °C.
Para a separagio cromatogrifica experimentaram-se duas colunas: a ptimeira correspondeu a uma
DB-1701 da J&W Scientific (Folsom, CA, Estados Unidos) — coluna revestida com dimetilsiloxano
contendo 14 % de grupos fenilo e 14 % de grupos cianopropilo — com 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura da fase estacioniria; a segunda foi uma HP5 da
Agilent (Palo Alto, CA, Estados Unidos) — coluna revestida com dimetilsiloxano contendo 5 % de
grupos fenilo — com as mesmas dimensdes da antetior. A escolha final acabou por recair nesta
segunda, por motivos indicados adiante na discussio do método. Usaram-se dois programas com

gradiente de temperatura, programados da seguinte forma:
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a) Determinagio das aminas apés derivatizagdo com cloroformato de isobutilo e eliminagdo do
excesso de reagente por adi¢io de metanol alcalino:
Temperatura inicial: 100 °C, mantida durante 1 minuto
Incremento de 10 °C/minuto, até 160 °C
Incremento de 25 °C/minuto, até 280 °C
Constante a 280 °C, durante 13,3 minutos

Tempo total: 25 minutos

b) Determinagio da tiramina (e da histamina) apés derivatizagio com cloroformato de isobutilo

e eliminacio do excesso de reagente por evaporagio da amostra:

Temperatura inicial: 120 °C, mantida durante 1 minuto
Incremento de 15 °C/minuto, até 280 °C
Constante a 280 °C, durante 8,3 minutos

Tempo total: 20 minutos

De acordo com a pritica habitualmente seguida neste tipo de métodos, usaram-se, em tempos

diferentes, dois modos distintos de aquisi¢io de dados cromatogtificos.

Inicialmente, de forma a estabelecer o tempo de retengdo de cada composto e a obter o

respectivo espectro de massa, a aquisigio de dados foi feita em modo de varrimento continuo, numa

gama de massas de m/z 50 a m/z 700.

Uma vez estabelecidas as condicdes de separagio cromatogrifica, ¢ tendo como objectivo a
quantificagio dos compostos em andlise, a aquisi¢do de dados foi feita em modo de monitorizagao
selectiva de ides. A escolha dos ides a monitorizar foi feita em fungio da respectiva abundancia no
espectro de massa dos compostos em estudo e da sua especificidade, num minimo de 3 ides para cada
composto (Tabelas 6.1 e 6.2). O tempo de monitorizagdo de cada ido foi de 30 ms por ciclo, tendo-se
mantido o detector desligado durante os primeiros 3,2 minutos, de forma a proteger a fonte i6nica

das perturbagdes causadas pela passagem do solvente.
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TABELA 6.1

PROGRAMA DE AQUISIGAO DE DADOS EM MODO DE MONITORIZACAO SELECTIVA DE IOES
USADO PARA A QUANTIFICACAO DAS AMINAS EM ESTUDO (METODO A)

Valores de m/z

Grupo 1 58, 61,72, 76, 77, 79, 86, 88, 90, 95, 104, 130, 144, 145
(3,2 min-5,0 min)

Grupo 2 72, 86, 100, 102, 104, 118, 130, 158, 173
(5,0 min-8,0 min)

Grupo 3 98, 106, 112, 114, 116, 124, 128, 130, 132, 187
(8,0 min-11,0 min)

Grupo 4 91, 101, 104, 130, 144, 146, 148, 160, 201, 221, 274
(11,0 min-15,1 min)
Grupo 5
(15,1 min-25 min)

84,129, 130, 144, 170, 176, 288, 296, 302, 316

TABELA 6.2

PROGRAMA DE AQUISIGAO DE DADOS EM MODO DE MONITORIZAGCAO SELECTIVA DE IOES
USADO PARA A QUANTIFICACAO DA TIRAMINA E DA HISTAMINA (METODO B)

Valores de m/z

Grupo 1 107,120, 144, 176, 182, 184, 194, 197, 237, 311, 315, 337
3 min-20 min
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6.2.3. Quantificagio

Para a quantificagio das aminas em estudo, procedeu-se como indicado nos capitulos
antetiores a respeito dos outros métodos desenvolvidos. Construfram-se assim curvas de calibragdo a
partir de solugbes padrio sujeitas 2 um tratamento rigorosamente igual ao das amostras, preparadas
pela adicio da quantidade requerida de cada uma das aminas e dos padrdes internos as matrizes
sintéticas cuja composi¢io foi apresentada no capitulo 4 — Tabela 4.2. Os cuidados tidos com os
problemas de dilui¢io que habitualmente surgem quando se preparam padrées foram idénticos aos
referidos antetiormente. De igual forma, e tendo em vista a maximizago da qualidade dos resultados
obtidos, optou-se por realizar o trabalho analitico por "séties", num esquema semelhante ao descrito

no capitulo 4.

Uma vez obtidos os cromatogramas cotrespondentes a padrdes e amostras, usou-se para fins
quantitativos o sinal analitico proveniente de cromatogramas de massa, diferentes para cada
composto. A escolha do valor de m/z foi feita novamente de acordo com a abundéncia do ido
respectivo no espectro de massa do composto em causa, a sua especificidade e a auséncia de
interferentes. No caso das aminas para as quais se usou os respectivos isétopos deuterados como
padrio intetno, usaram-se valotes de m/z correspondentes 2 mesma fragmentagio, para 0 COmMPOSto €
para o respectivo padrio interno. Os ides usados tanto para fins quantitativos como para identificagdo

dos compostos sdo referidos nas Tabelas 6.3 e 6.4.

A integracio das 4reas foi feita na op¢do de modo manual permitida pelo "software" usado
para o efeito. A partir dos valores obtidos nos cromatogramas relativos aos padrOes para cada uma
das aminas e para o tespectivo padrio interno, construitam-se curvas de calibragio, colocando-se
como ordenadas os valores correspondentes 4 relagio 4rea do pico de composto/drea do pico de
padrio interno e como abcissas as respectivas concentragoes do composto. A determinagio do teot
de cada amina nas amostras foi entio feita pela interpolagio da relagdo irea do pico de
composto/area do pico de padrio interno na curva de calibragdo respectiva. Em cada série analitica,
construiram-se duas curvas de calibracio, uma para cada injecgdo, obtendo-se, consequentemente,
para cada amostra também dois resultados. Os resultados finais considerados para cada amostra

correspondem 4 média dos dois valores obtidos.
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TABELA 6.3

IOES USADOS COM FINS QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS PARA AS AMINAS BIOGENICAS
ENSAIADAS E PARA OS RESPECTIVOS PADROES INTERNOS (METODO A)

Composto Tempo de Retengio Iio Q- Outros iGes®
(min) (m/z) (m/z)

Metilamina 3,63 76 58, 88
Dimetilamina 3,78 72 90, 145
Etlamina 4,20 90 72,130
Isopropilamina 4,50 144 86, 104
Dietilamina 5,21 118 72,100, 102, 158, 173
Propilamina 5,41 104 86, 130
Isobutilamina 6,26 118 100, 130, 158, 173
Butilamina 7,21 118 100, 130, 158, 173
2-Metilbutilamina 8,53 187 114,130, 132
Isoamilamina 8,65 132 114, 130, 187
Pirrolidina . 8,67 98 114, 116
Motfolina 9,53 116 114, 130, 187
Amilamina 9,67 132 114, 130, 187
Piperidina 9,75 128 112,130
Hexilamina 11,33 146 130, 201
2-Feniletilamina 13,48 221 91, 104, 130, 148
1,3-diaminopropano 14,87 101 144, 201, 274
Putrescina 15,40 170 130, 288
Cadaverina 15,81 130 84, 129, 302
1,6-diaminohexano 16,23 130 316
[H3]Metilamina 3,62 79 61
[*Hs)Etilamina 4,16 95 77
[?Hsg]Pitrolidina 8,55 106 124
Heptilamina 12,35 144 130
Anfetamina 13,49 160 91
[*Hg]Putrescina 15,37 176 296

* ido usado para a quantificagio

b ides usados para confirmar a identidade do composto
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TABELA 6.4

IOES USADOS COM FINS QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS PARA A ANALISE DE TIRAMINA E
PARA O RESPECTIVO PADRAO INTERNO (METODO B)

~ 5 -
Composto Tempo de Retengio Iio Q Outros ides
(min) (m/z) (m/z)
Tiramina 10,34 120 107, 176, 237, 337
Hidroxianfetamina 10,22 144 107

% jiio usado para a quantificagio
b j5es usados para confirmar a identidade do composto

300



Capitulo 6 - Derivatizacao com cloroformato de isobutilo

6.3. Desenvolvimento do método e discussio
6.3.1. Processo de detivatizagio
6.3.1.1. Uso de cloroformatos na derivatizagio de aminas

Como ficou evidente nos dois capitulos anteriores, a derivatizagio corresponde usualmente 2
etapa mais demorada e mais exigente em termos de execugio laboratorial de um método de
cromatografia gasosa. No caso das aminas, a preparagio dos detivados acilados mais usados requer
condi¢bes rigorosas de auséncia de dgua no meio reaccional, pela sua incompatibilidade com os
reagentes usados, o que constitui, desde logo, um 6bice ao desenvolvimento de processos rapidos e
simples de executar. O mesmo se passa, alids, com outros processos de derivatizagdo alternativos,
como as sililagdes, pouco usadas no caso das aminas, ou as alquilagées, como é exemplo o método

apresentado no capitulo anterior para a derivatizagio da histamina.

O uso de cloroformatos como reagentes detivatizantes apresenta-se, neste contexto, como
especialmente atraente, dada as boas caracteristicas que apresentam. Com efeito, estes reagentes —
que correspondem a ésteres do 4cido cloroférmico, com a estrutura geral [R—0—CO-Cl] — sio
capazes de reagir facilmente com aminas na presenca de 4gua e 2 temperatura ambiente, dando
origem a detivados (carbamatos) dotados de boas propriedades para a respectiva analise por
cromatografia gasosa. No caso de uma amina primaria, a reacgdo pode ser esquematizada do seguinte

modo:

R-0-CO-Cl + RNH; ——p R-0-CO-NH-R' + HCI

Os cloroformatos sdo também capazes, em condi¢des reaccionais apropriadas, de reagir com
outros grupos funcionais, nomeadamente com grupos fendlicos, sulfidricos, iminicos e imidazélicos,
como demonstrado nos trabalhos iniciais do grupo de Makita e colaboradores [Makita ez al., 1970].

No caso dos grupos fendlicos, o esquema reaccional é o seguinte:
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R-0-CO-Cl1 + Ar-OH ——>» R-0-CO-O-Ar + HCl

Embora de uma forma menos intensiva do que os reagentes acilantes alquil-halogenados,
mencionados no capitulo 4, os cloroformatos tém vindo a ser usados com regularidade desde o inicio
dos anos oitenta em métodos desenvolvidos para a determinagdo de compostos aminados nas mais
vatiadas matrizes. Como reagentes mais usados surgem os cloroformatos de massa molecular mais
baixa — cloroformatos de metilo, etilo, propilo e isobutilo — em virtude das propriedades de
volatilidade que so capazes de transmitir aos derivados formados. H4 também diversas referéncias ao
uso de cloroformatos halogenados, os quais, a exemplo do referido a propésito dos reagentes

acilantes, se apresentam mais apropriados para determinados tipos de detectores”.

De uma forma um tanto simplificada, pode considerar-se a existéncia de trés distintas linhas
de actuacdo no que respeita ao uso de cloroformatos como reagentes derivatizantes em métodos de
cromatografia gasosa. Respeitando uma certa ordem cronoldgica, podemos considerar em primeiro
lugar os métodos baseados na acgdo dos cloroformatos sobre aminas em meios aquosos simples,
normalmente tamponados a pH alcalino dependente do tipo de compostos a analisar. Em segundo
lugar, surgem os processos bifisicos, caracterizados por a reac¢io de derivatizagdo ter lugar num meio
reaccional composto pot uma fase aquosa € uma fase orgénica, imisciveis entre si, o que, entre outras
caracteristicas, promove a simultaneidade da derivatizagdo e da extracgdo dos derivados formados.
Em terceito e ultimo lugar, porque desenvolvidos mais recentemente, surgem OS Processos
caractetizados pela reacgdo de derivatizagdo ter lugar num meio reaccional complexo formado por
quantidades apropriadas de 4gua, de acetonitrilo e de "catalisadores" varios, nomeadamente piridina e
o 4lcool cotrespondente ao cloroformato usado. Qualquer destes trés diferentes tipos de processos

tem aplicagdo actualmente, como veremos adiante.

Os processos baseados na simples ac¢do de cloroformatos adicionados a um meio aquoso
contendo os compostos em estudo foram propostos, quase em simultaneo, em meados da década de

setenta, por dois grupos diferentes de autores: Hartvig e colaboradores, da Universidade de Uppsala

* . A . . . ~ .
Cloroformatos com grupos aromaticos volumosos tém vindo, pot seu lado, a ser usados na derivatizacio de aminas como etapa
»
prévia a sua andlise por HPLC, dadas as suas caracteristicas de fluotescéncia ou de absorgio no UV-VIS; o seu uso foi referido
com algum pormenor no capitulo 2.
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na Suécia [Hartvig e Vessman, 1974a, 1974b] e Makita e colaboradores, da Universidade de Okayama
no Japdo [Makita ez a/, 1970].

A reacgio dos cloroformatos com aminas em meio aquoso tamponado foi alvo de intenso
trabalho de investigagio e teorizagio [Ahnfelt e Hartvig, 1980; Ahnfelt e Hartvig, 1982], tendo sido
feitas propostas para o seu uso na determinagdo de diferentes compostos aminados, designadamente
de aminas alifiticas primarias e secunditias [Ahnfelt e Hartvig, 1980], de poliaminas [Makita et @/,
1978; Yamamoto ez 4/, 1982; Yamamoto ef al, 1984], de catecolaminas [Gyllenhaal ef 4/, 1980], de
aminas fendlicas, incluindo a tiramina e a 2-feniletilamina, de interesse particular para nés [Yamamoto
¢t al., 1980], e até de uma amina tercidria, a petidina, neste caso com exigéncia de aquecimento do
meio reaccional [Hartvig ef al, 1976a]. Regra geral, o esquema reaccional proposto pelos diversos
autores baseia-se na adi¢do de uma pequena quantidade do reagente derivatizante escolhido (sendo o
cloroformato de etilo ¢ o cloroformato de isobutilo os mais usados) a uma solugio aquosa contendo
as aminas, previamente alcalinizada com Na,CO3 a 10 % ou devidamente tamponada a um pH

alcalino (= 9), seguida de agitagéo durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Este tipo de processos ¢ ainda hoje correntemente aplicado, em particular como primeira
etapa de métodos bietdpicos usados na determinagio de aminodcidos, que tém constituido o eixo
ptincipal do trabalho realizado pelo grupo de Makita e colaboradotes. Nestes processos, uma primeira
derivatizagio (tanto da fungio amina caracteristica dos aminodcidos como de outras fungdes polares
presentes nas respectivas cadeias laterais) é feita com o cloroformato de isobutilo, seguindo-se uma
esterificagio da fungdo 4cida, regra geral com diazometano, dando origem a derivados com a
esttutura N(O, S)-isobutoxicarbonil metilésteres [Makita ef a/, 1976, 1982; Matsumura e al., 1996;

Kataoka ez al, 1997a, 1997b e outras referéncias mencionadas nestes Gltimos trabalhos].

Um esquema analitico semelhante, no que respeita as condi¢des reaccionais para a
derivatizagio da fungio aminada, foi ainda recentemente proposto para a determinagio de anfetamina
e detivados em urina [Ugland ez 4/, 1997]: a 1,5 mL de amostra tamponada a pH 10,8, os autores
adicionaram uma pequena quantidade de cloroformato de propilo ou butilo (2 pL mostraram-se
suficientes), tendo-se a reacgdo apresentado completa ao fim de 1 minuto de agitagio em vortex. A

variagdo de pH de 9,5 a 14 ndo provocou qualquer alteracio significativa no rendimento da mesma.

Uma segunda linha de ac¢do no que respeita ao uso de cloroformatos como reagentes

derivatizantes consiste no uso de processos bifasicos, ou seja, processos nos quais a reacgdo tem lugar
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num meio reaccional composto por uma fase aquosa — na qual se dissolvem preferencialmente as
aminas em estudo — e por uma fase orginica imiscivel com a anterior — na qual se dissolvem
preferencialmente tanto o reagente derivatizante como os derivados entretanto formados a medida
que se desenvolve a reacgdo. A principal atracgdo neste tipo de processos reside no facto de a
derivatizacio e a extracgio dos compostos formados terem lugar simultaneamente; além disso, sdo
diminuidos os problemas relacionados com a rapida hidrélise a que os cloroformatos sao sujeitos em

meio alcalino.

Os processos bifisicos surgiram como uma evolugao das propostas atrds referidas do grupo
de Hartvig e colaboradortes, tendo sido inicialmente estudada a sua utilizagio na determinagio de
aminas terciarias [Karlsson, 1981; Katlsson e Hartvig, 1981] e de aminas alifaticas [Ahnfelt et 4/,
1982], neste wltimo caso através de um sistema bifisico que consistia numa fase aquosa tamponada a
10,3 e em diclorometano como solvente organico. O desenvolvimento e aperfeicoamento deste tipo
de sistemas tem vindo, entretanto, a ser gradualmente conseguido por outros grupos de
investigadores, curiosamente quase todos do mesmo pafs. Entre as diversas propostas apresentadas
podemos salientar as referentes 4 determinagio de: a) piperazina em urina e em atmosferas de
trabalho — cloroformato de etilo ou de butilo, solucdo aquosa tamponada a pH 10 / tolueno, aménia
como catalisador [Skarping e a4/, 1986]; b) 1,6-hexanodiamina em urina — cloroformato de
trifluoroetilo, solugdo aquosa tamponada a pH 12 / tolueno, tributilamina como catalisador [Dalene ez
al, 1994]; ¢) aminas primirias e secundirias de baixa massa molecular (metilamina, etilamina,
dimetilamina e metiletilamina) em urina — cloroformato de butilo, solugdo aquosa tamponada a pH
12 / tolueno, sem catalisador [Lundh e Akesson, 1993]; d) anfetaminas e analogos em utina —
cloroformato de metilo, solugio aquosa tamponada a pH 9 / isooctano, sem catalisador [Jonsson ez

al., 1996; Kronstrand et al., 1996).

Kim et a/. [1997], por seu lado, desenvolveram um método baseado num sistema bifisico
4gua/diclorometano capaz de permitir a anilise qualitativa de 57 diferentes compostos aminados, mas
com diferentes caracteristicas em relacdo aos anteriores: a reacgdo de derivatizagdo é feita em dois
tempos, inicialmente a pH 7,5, de forma a optimizar a derivatizacdo de grupos fendlicos e, em
seguida, a pH 12,0, de forma a garantir a derivatizagdo das fungdes aminadas; depois de uma
purificagio dos derivados formados através de passagem por uma cartucha de extracgio em fase

sélida (Chromosorb P), os compostos sio ainda sujeitos a um processo de sililagio com N-metil-N-
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-tercbutildimetilsilil trifluoroacetamida, de forma a garantir a derivatizacio dos grupos hidroxilo

remanescentes.

A terceira e ultima linha de acgio referente ao uso de cloroformatos como agentes
derivatizantes caractetiza-se, como foi referido atras, pelo uso de condicdes reaccionais especificas, a
saber: dgua, acetonitrilo, piridina e um élcool, em regra o correspondente ao cloroformato usado, em
quantidades relativas dependentes do tipo de compostos a analisar. Estas condi¢ces reaccionais
distinguem-se por dois aspectos essenciais: a) permitem a derivatizag¢do nio sé da fungio amina e das
outras fun¢Ses atris mencionadas, como também da funcio carboxilica. b) a derivatizagio dos
compostos ¢ praticamente instantinea, permitindo ganhos de tempo consideréveis. Introduzida por
um investigador checo [Husek e 4/, 1990; Husek, 1991a,b], esta nova abordagem do uso de
cloroformatos constituiu uma pequena revolucio no universo da derivatizagdo analitica dadas as
possibilidades abertas num campo tradicionalmente dificil como é o da derivatizagio de aminodcidos.
A sua aplicagio a estes compostos bem como a 4cidos carboxilicos diversos foi ja alvo, no cutto
espago temporal entretanto decorrido, de varias dezenas de trabalhos por parte do mesmo autor (com

colaboragdes diversas) bem como de muitos outros investigadores’.

O novo processo abriu também as portas 4 possibilidade de determina¢io simultinea de
aminas (incluindo catecolaminas), fenéis e de icidos como demonstrado por dois trabalhos do
mesmo autor [Husek e a/, 1992; Husek, 1993]. Pela sua relevincia para o nosso trabalho, refira-se
que no primeiro destes trabalhos, o autor comparou os resultados obtidos pela aplicagio do seu
método a 10 aminas (catecolaminas na sua maior parte), duas poliaminas (espermidina e espermina),
quatro écidos (escolhidos por serem produtos metabdlicos de algumas das aminas em questio) e dois
compostos fendlicos, com os resultados obtidos com o esquema reaccional cldssico proposto por
Yamamoto ef 4/ [1980] para a determinacio de aminas, tendo obtido rendimentos sensivelmente
idénticos para todas as aminas e para os dois fendis, com excepgdo das duas poliaminas, para as quais

0 NOVO processo nao se apresentou viavel.

Para 14 das diferengas notérias entre os diferentes tipos de abordagem referentes ao uso de
cloroformatos como agentes detivatizantes, um pormenor adicional separa os processos inicialmente

desenvolvidos — acgiio dos cloroformatos sobre uma solugdo aquosa ou sobre uma mistura bifisica

* . . . . .
Para um estudo mais aprofundado do tema, consultar um artigo de revisio recentemente publicado pelo autor, com 112 citagdes
[Husek, 1998).
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— dos processos baseados nas propostas de Husek. Essa diferenga, para a qual ainda nio
conseguimos arranjar uma explicagdo capaz, e que acabou por afectar negativamente o trabalho por
nés desenvolvido nesta drea, situa-se na possibilidade ou nio de se injectar no sistema cromatogrifico

o excesso de reagente derivatizante, face 4 sua possivel acgdo perniciosa no processo cromatografico.

Os problemas causados pela presenga desse excesso de cloroformato no final do processo
reactivo tém constituido, com efeito, um dos maiores, senio o maior, obsticulo encontrado pela
generalidade dos autores atrés referidos para o desenvolvimento de processos mais rapidos e faceis de
executar. Para 14 da referéncia expressa feita por varios autores [Dalene ¢f ok, 1994; Lundh e Akesson,
1993; Skatping ez 4/, 1986, 1989], o facto torna-se evidente ao analisar com cuidado os diferentes
esquemas reaccionais propostos, nos quais tem presenga obtigat6tia uma etapa destinada a promover

a elimina¢iio do excesso de derivatizante.

A forma mais simples de remover esse excesso consiste em aproveitar a sua volatilidade,
promovendo a sua evaporagio. Usualmente, os detivados sdo previamente extraidos com um
solvente orginico — nos processos bifasicos este passo nio é necessario, pois os derivados ja se
encontram dissolvidos num solvente organico no final da reac¢do — a solugio é evaporada a secura e
o residuo redissolvido num solvente com boas caracteristicas cromatogrificas [Dalene ef al, 1994;
Gyllenhaal et al, 1980; Makita e al, 1978; Skarping e al., 1986, 1989; Yamamoto e 4/, 1980, 1982,
1984]. Obviamente, este tipo de procedimento inviabiliza a andlise das aminas mais volateis, cujos
derivados também sdo eliminados durante o processo de evaporagio. A sua aplicagio restringe-se,

pois, a0s casos em que os compostos de interesse apresentam derivados com baixa volatilidade.

Quando se pretende a analise de compostos mais volteis, existe a possibilidade de se recorrer
a uma metodologia desenvolvida originalmente por Hartvig ef a/. [1976b] baseada no tratamento do
meio reaccional com uma solucio saturada de metanol alcalino, seguido da adigdo de uma solugdo
concentrada de NaOH. A solucio orginica alcalina promove a ripida destruigio do excesso de
cloroformato com formacio do correspondente dlcool enquanto a solugio alcalina concentrada €
usada para promover a separagio de uma fase aquosa e de uma fase organica. Este processo, durante
muito tempo esquecido, foi recuperado por Lundh e Akesson [1993], na sua proposta para a
determinacio de aminas voldteis atris referida e, mais recentemente, nos trabalhos sobre anfetaminas

de Jonsson ez a/. [1996] e de Kronstrand ez 4/ [1996].
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Outras formas de se eliminar o excesso de cloroformato consistem em submeter o meio
reaccional 2 uma passagem por uma cartucha de SPE, como proposto por Kim et a/ [1997] ou, ainda,
no uso de fibras de SPME, colocadas em contacto directo com o meio, como sugetido por Ugland ez
al. [1997]. Em ambos os casos, os autores referem a selectividade dos suportes sélidos usados para os

derivados em estudo, permanecendo o excesso de cloroformato no meio reaccional.

Contrariamente a estes cuidados, em todos os trabalhos referentes ao esquema reaccional
proposto por Husek, ndo existe qualquer referéncia 4 eliminagio do excesso de derivatizante, o que
naturalmente diminuiria as caractetisticas de rapidez e simplicidade que lhe estdo associadas. Os
derivados formados sio geralmente extraidos por um solvente orginico, em regra cloroférmio, no
qual os cloroformatos usados como reagentes derivatizantes também sio soldveis, e injectados nessa
forma. Em nenhum desses trabalhos é feita qualquer referéncia a problemas dai resultantes, mas foi
precisamente esse o problema que acabou por condicionar de forma decisiva o desenvolvimento do

nosso trabalho, como ser relatado em seguida.

6.3.1.2. Desenvolvimento inicial de uma metodologia para a determinagio de aminas em
vinhos ap6s derivatizagido com cloroformato de butilo. Razdes do insucesso obtido

Como foi referido no capitulo introdutério 4 parte experimental, a nossa primeira experiéncia
com o uso de cloroformatos ocorreu durante um estudo sobre a presenga de 4-(5-)metilimidazol em
caramelos amoniacais, tendo dado lugar 2 uma proposta metodolégica para a determinacio do
referido composto por GC-MS [Fernandes e Fetreira, 1997]. A ideia de usar um cloroformato como
reagente derivatizante teve origem no facto de se tratar de uma das raras classes de reagentes
derivatizantes capazes de reagir eficazmente com o dtomo de azoto imidazélico, com a vantagem
adicional desta reacgdo se dar na presenga de dgua, o que facilitava o acoplamento ao processo de
extracgao usado. A aplicagdo dos principios desenvolvidos por Husek pareceu-nos interessante pela
simplicidade com que o processo de detivatizagio eta descrito: na presenga de dgua, 2 temperatura

ambiente, praticamente instantineo.

Tendo como base alguns dos principios tedticos explanados por aquele autor em varios dos
seus trabalhos quanto a importincia, de acordo com o tipo de compostos a detivatizar, das

quantidades relativas de 4gua, acetonitrilo, pitidina e do alcool no meio reaccional, o trabalho

307




Capitulo 6 - Derivatizagdo com cloroformato de isobutilo

experimental entdo realizado permitiu-nos concluir que num meio reaccional composto por solugdo
aquosa de HC1 0,1 M (50 %), acetonitrilo (25 %), isobutanol (15 %) e piridina (10 %) a reacgao de
derivatizagio apresentava um rendimento méximo, sendo o derivado formado facilmente extraido
com cloroférmio, apés alcalinizagio do meio, de acordo com a proposta geral apresentada pelo autor
[Husek, 1992]. O comportamento cromatogrifico do derivado obtido, bem como de outros imidazois
ensaiados para serem usados como padfio interno, apresentou-se muito satisfatério (com a
particularidade de dar origem a dois picos, que se concluiu serem resultado da existéncia de duas
formas tautémeras do composto). A precisdo dos resultados obtidos foi boa, nio se notando

aparentemente interferéncias provenientes da injecgdo do excesso de reagente derivatizante.

A referéncia aqui a esse trabalho justifica-se pelo facto de o mesmo ter servido como ponto
de partida para o método que se pretendia desenvolver respeitante a determinagio dos compostos
aminados estudados nesta dissertacio. A ambigio era a de pegar num modelo de derivatizagdo que
apresentava excelentes caracteristicas nos mais diversos parimetros, mas que até af praticamente nao
tinha sido testado em trabalhos com fins quantitativos, e utilizi-lo com esse fim na determinagio de
aminas. A versatilidade do processo podetia permitir, numa fase posterior, fazer tentativas no sentido

de alargar a simultaneidade da determinagio a outros compostos, nomeadamente aminoacidos.

Nesse sentido, foi desenvolvido trabalho experimental com o intuito de verificar a
aplicabilidade do processo s diversas aminas potencialmente presentes nos mostos ¢ vinhos em
estudo e de, subsequentemente, optimizar as condi¢bes de derivatizagdo das mesmas. Foi
experimentado o uso de cloroformato de etilo e de cloroformato de isobutilo, foram ensaiadas

diferentes condic3es reaccionais, tendo acabado por concluit-se que:

¢ O uso de cloroformato de butilo era preferivel a0 de cloroformato de etilo, devido a
volatilidade demasiado elevada apresentada pelos derivados correspondentes as aminas
de mais baixa massa molecular; contudo, mesmo com o cloroformato de butilo ndo era
possivel a quantificagio das duas aminas mais volateis, metilamina e dimetilamina, dado
o facto de nio ser possivel separar os respectivos picos cromatogrificos do pico

correspondente a0 excesso de reagente.

¢ As melhores condicSes reaccionais para a generalidade dos compostos eram as seguintes:
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* Adigdo de 500 uL. de HCI 0,1 M contendo as aminas a analisar (nas amostras eram
500 uL do extracto clotidrico obtido no processo de extracgio) a 500 pL. de uma

mistura de acetonitrilo, isobutanol e piridina (50:30:20)

* Adigdo de 50 pL de cloroformato de isobutilo (correspondente a metade do volume

de piridina presente no meio)
» Agitagdo durante uns breves segundos

* Alcalinizagdo do meio com 1,0 mL de solugio de NaHCO3 1 M

» Extracgdo com 500 pL de cloroférmio

¢ Nio era possivel determinar a histamina, a espermidina e a espermina; pese embora ter
sido possivel verificar a formagio dos respectivos derivados, identificados pelos
respectivos espectros de massa, o rendimento da reacgdo para estes compostos
apresentou-se muito inferior aos demais e o seu comportamento demasiado
irreprodutivel para poder usar-se o processo com fins quantitativos. No caso da
histamina, curiosamente, verificou-se o aparecimento de dois picos tal como no caso do
4-(5-)metilimidazol, o que, obviamente, tem a ver com a existéncia das duas estruturas

tautémeras caracteristicas do anel imidazélico

O método assim desenvolvido chegou a ser objecto de duas comunicagdes em congressos
internacionais [Fernandes e Ferreira, 1996, 1998] mas, como foi referido anteriormente, a sua
aplicagdo a amostras e os ensaios de validacio efectuados foram acompanhados de manifestagdes de
irreprodutibilidade estranhas, porque imprevisiveis, e que afectavam quase exclusivamente os
compostos com menor volatilidade — diaminas e tiramina — enquanto os restantes compostos
continuavam a ter um bom comportamento e a otiginar bons resultados. Apés grande volume de
trabalho laboratorial e muitas colunas, pré-colunas e "inserts" experimentados decidimos finalmente
por de lado o desenvolvimento do método e optar pelas solugdes analiticas descritas nos capitulos
antetiotes (significativamente, numa das ultimas tentativas feitas, que consistiu no uso de uma coluna
com uma fase estaciondria diferente de todas as usadas até entdio — DB 35 MS da J&W Scientific — a

coluna, que se apresentou em bom estado aquando do teste inicial, degtadou-se imediatamente apés a
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simples injecgiio de brancos, nunca tendo permitido a obtengdo de qualquer tipo de cromatograma

digno desse nome).

Como também ji foi referido na patte introdutdria, circunstincias varias fizeram com que
apenas passado mais de um ano nos pudéssemos dedicar de novo aos processos de detivatizagdo com
cloroformatos, desta vez com maior éxito, mas de uma forma menos inovadora. Depois de um
estudo aprofundado da bibliografia existente, nomeadamente no que respeita as formas de eliminagdo
do excesso de cloroformato do meio reaccional, e de algum trabalho preliminar que incluiu algumas
tentativas menos bem conseguidas, verificamos que, genericamente, as condi¢des usadas por Lundh e
Akesson [1993] na sua proposta atris referida para a determinagio de quatro aminas volateis, podiam
ser usadas com sucesso na determinagio nio sé das aminas mais voldteis como também daquelas que
apresentaram problemas no processo inicialmente desenvolvido. Embora se apresente mais complexo
no plano da execugio laboratorial do que o processo inicialmente desenvolvido, o método apresenta a
vantagem, caracteristica dos processos bifasicos, de dispensar a etapa prévia de extracgdo dos

compostos, com as vantagens dai decorrentes.

6.3.1.3. Trabalho experimental realizado para a defini¢do das condigdes de derivatizagido
usadas

No que respeita a0 processo de derivatizagio, o trabalho de desenvolvimento do método que
finalmente veio a ser estabelecido baseado no uso de cloroformato de isobutilo como reagente
derivatizante consistiu basicamente na adaptagdo da proposta de Lundh e Akesson [1993] para a

determinacio de quatro aminas volateis em amostras de utina.

Sumariamente, a proposta daqueles autores consistia na adi¢do, para um tubo de 10 mL, de 2
mL de tolueno a 2 mL de amostra (urina no seu caso) a que se seguia a adigdo de 20 pL de
cloroformato de isobutilo, a alcalinizacio do meio com 2 mL de tampio fosfato 0,5 M a pH 12, e
uma agitagio durante 10 minutos. Apés centrifugagio, a fase toluénica era transferida para um
segundo tubo idéntico ao primeiro, adicionava-se 1 mL de metanol alcalino e agitava-se durante 5
minutos e, finalmente, adicionava-se 3 mL de solugio de NaOH 5 M, agitava-se de novo durante 5

minutos e injectava-se 1 pL da fase toluénica no sistema cromatogréfico.
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Numa fase inicial, o trabalho executado consistiu basicamente em verificar a possibilidade de
adaptagdo do método ao tipo de compostos em estudo. Tendo em atencio a indisponibilidade de
tubos de vidro silanizados com o volume adequado, que a experiéncia nos mostrara serem essenciais
para a obtengdo de bons resultados quantitativos quando se trabalha com aminas, os ensaios foram
feitas com metade dos volumes indicados. As experiéncias iniciais foram efectuadas com solucdes
aquosas contendo as aminas em estudo em concentragdes de 1 a 10 mg/L, sendo a deteccio feita em

modo de varrimento total.

Os resultados obtidos permitiram desde logo confirmar a validade da proposta no que
respeita 2 eliminagdo do excesso de reagente derivatizante, tendo-se notado o desaparecimento total
do pico correspondente ao cloroformato de isobutilo. Este facto permitiu a obtengdo de picos
perfeitamente separados correspondentes is duas aminas mais volateis, a metilamina e a dimetilamina,

que anteriormente ndo podiam ser detectadas. Para além disso, foi possivel verificar:

a) A possibilidade de fazer a determinagio da grande maioria das aminas em estudo,
incluindo as diaminas, menos voliteis, que tantos problemas tinham causado com a

metodologia antetiormente desenvolvida.

b) Um aumento do rendimento do processo, em relagio a0 processo por nés anteriormente
desenvolvido, para algumas das aminas em estudo, nomeadamente para a dietilamina e
para a isopropilamina (este aumento nio chegou a set quantificado, mas a comparagio

com cromatogramas anteriotes ndo deixou lugar a quaisquer dividas).
¢) O nilo aparecimento do pico correspondente 4 tiramina

d) Um comportamento irregular da histamina.

Néo foram efectuadas experiéncias para a determinacio do rendimento da reacgdo para cada
uma das aminas, as quais exigiriam a sintese e purificacio de quantidades significativas dos respectivos
derivados. Contudo, atendendo aos valores determinados pelos autores suecos para a metilamina, a
dimetilamina e a etilamina (superiores a 90 %) e comparando visualmente o tamanho e a 4rea dos
picos obtidos em vartimento total para estes ComMpostos € para os restantes concluiu-se, com alguma
seguranga, que o rendimento seria da mesma ordem de grandeza pata a generalidade das aminas mais

volateis e ligeiramente inferior (5 a 10 % para as menos volateis).
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Tendo em atencio os bons resultados obtidos nas expetiéncias iniciais, logo confirmados por
experiéncias postetiores em que se usou, em vez de 4gua, as matrizes artificiais simulando vinho do
Porto j4 referidas nos capitulos anteriores, foram poucas as alteragdes introduzidas no processo tal

como acima descrito. Basicamente, optimizou-se:

a) a quantidade de reagente derivatizante a usar, tendo-se concluido por aumentar a
quantidade proposta, 10 uL, para 25 puL, o que permitiu ligeiros aumentos das areas

dos picos correspondentes a algumas das aminas menos volateis (putrescina, p. ex.).

b) a molaridade e a quantidade da solugio de NaOH usada no final do processo para
repor uma cotrecta separa¢io entre a fase aquosa e fase toluénica (que na presenca
de metanol alcalino formam uma mistura esbranquicada na qual é impossivel
qualquer distingio entre fases), tendo-se optado por manter a proposta original,

dado set a que melhores resultados proporcionou.

A auséncia nos cromatogramas obtidos dos picos correspondentes a tiramina, ao respectivo
padrio interno, hidroxianfetamina, e 4 histamina (neste caso era visivel a presen¢a de vestigios do
composto bem como do tespectivo andlogo deuterado) foi por nés ponderada de duas diferentes
formas: ou os compostos nio eram derivatizados nas condi¢des de ensaio devido ao pH usado,
fortemente alcalino, o que no caso dos dois primeiros compostos estava de acordo com algumas
indicagcdes da literatura respeitantes a reacgdo do grupo fendlico com os cloroformatos; ou,
alternativamente, os detivados formados eram destruidos durante o tratamento com metanol alcalino
a que 2 solugio era sujeita para a eliminagdo do excesso de cloroformato. A questio foi esclarecida no
resultado da injec¢do de uma solugdo toluénica contendo os derivados, ndo sujeita ao referido
tratamento com metanol alcalino: juntamente com todas as outras aminas estudadas (com excepgao
da metilamina e da dimetilamina, tornadas "invisiveis" pela presenca do excesso de derivatizante)
eram visiveis picos petfeitamente definidos, de tamanho idéntico ao da generalidade das outras
aminas, correspondentes 4 tiramina e 4 hidroxianfetamina; no caso da histamina, os picos obtidos
foram significativamente mais pequenos, sendo dois correspondentes ao composto e dois
correspondentes ao respectivo analogo deuterado, o que tem justificagdo, como ji foi referido, na

estrutura tautomérica do anel imidazdlico.
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'

Deste factd surgiu a ideia de aproveitar uma pequena por¢io da fase toluénica, submeté-la a
evaporagdo em corrente de azoto (um dos processos mencionados na literatura para remocgio do
excesso de cloroformato quando se pretende analisar compostos pouco volateis), retomé-la com um
solvente organico, no caso o préprio tolueno que se revelou eficaz para o papel, e, numa segunda
série de injecgdes, fazer a determinagio da tiramina e da histamina. Este segundo processo

apresentou-se excelente para a determinagio da tiramina, apresentando nomeadamente:

a) picos cromatogrificos de excelente qualidade, tanto para o composto como para a

hidroxianfetamina, usada como padtio interno. -

b) muito boa reprodutibilidade, mesmo em termos absolutos (grande regularidade nos
valores de drea correspondentes ao padrio interno, cortespondentes, como é sabido, a

uma quantidade sempre igual de composto).

c) muito bons niveis de linearidade.

Ja no que respeita 4 determinagio da histamina, o processo apresentou algumas debilidades,
que fizeram com que finalmente ndo considerdssemos os resultados obtidos para aquele composto na
aplicagdo do processo a amostras. O problema reside, em principio, na falta de estabilidade do(s)
derivado(s), o que ji anteriormente tinha levado alguns autores a desistirem da sua utilizacio e a
promover um processo de derivatizagdo adicional. Contudo, atendendo ao facto de o isétopo
deuterado da histamina apresentar um comportamento rigorosamente igual, logo ser um excelente
padrio interno para o caso em questdo, tivemos durante algum tempo a sensacio de que seria
possivel a quantificagio do composto. Esta ideia alicergou-se no facto de, independentemente de
variagbes maiores do que o normal na 4rea do padrio interno, ser possivel obter niveis de linearidade
muito bons quando da aplicagio do método as mattizes de "vinho artificial" usadas para a construgio
das curvas de calibragio. Inclusivamente, a aplicacio do método mostrou-se perfeitamente possivel
durante um trabalho executado em simultineo com amostras de cerveja, para as quais os resultados
obtidos referentes ao teor de histamina se apresentaram muito bem correlacionados com os obtidos
anteriormente pela aplicagio is mesmas amostras do método descrito no capitulo anterior [Fernandes

¢t al., 2001]. Em amostras de vinhos, contudo, o método mostrou-se pouco eficaz, acontecendo que,
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nalgumas amostras, pura e simplesmente apenas aparecessem picos vestigiais nio sé do composto

como do padrio interno, pese embora este estar numa concentragio de 1 mg/T..

Uma outra caracteristica menos positiva desta metodologia alternativa usada para a
quantificagdo da tiramina teve a ver com o facto de a evaporagdo nio se ter mostrado como um
processo totalmente eficaz para a remogio de excesso de cloroformato de isobutilo, mesmo quando
executada a 80 °C. Por esse motivo, era sempre possivel visualizar nos cromatogramas obtidos um
pequeno pico cotrespondente a0 composto, embora nio se tenham notado quaisquer alteragdes no
comportamento das colunas cromatograficas, caracteristicos, como vimos, da acgdo deletéria do

reagente.

A dltima fase de desenvolvimento do processo consistiu em confirmar a possibilidade de
efectuar a reacciio de derivatizagio directamente sobre as amostras, como preconizado pelos autores
(para amostras de urina) ou, em alternativa, vetificar se era conveniente continuar a usar 0 processo
de extracgdo ji testado nos outros métodos por nds desenvolvidos. Para o efeito compararam-se 0s
resultados obtidos em 3 amostras de vinhos, aplicando-se o processo de derivatizagdo directamente
sobre as amostras e sobre os extractos hidrocloridricos obtidos ap6s sujeigdo das mesmas amostras ao

referido processo extractivo.

Nio foram observadas grandes diferengas entre os dois tipos de procedimento,
nomeadamente no que respeita 2 presenca de interferentes impeditivos de uma correcta quantificagdo
das aminas em estudo, pelo que se concluiu ser desnecessiria a etapa correspondente ao refetido
processo extractivo, com as consequentes vantagens em termos de tempo e de labor experimental. O
tinico problema digno de registo teve a ver com uma certa dificuldade na separagdo das duas fases no
final do processo de detivatizagio, mesmo apés centrifugacio, devido 4 formagio de uma pelicula de
particulas s6lidas na zona de interfase, mais nitida no caso de amostras de vinhos com cor catregada e
nalguns mostos; a solugiio encontrada, quase sempre com éxito, consistiu na destrui¢do da referida
particula com uma pequena espétula, seguida de mais uns minutos de centrifuga¢io. Verificou-se
também que com o uso de volumes maiores de cada uma das fases o problema assumia muito menos
gravidade, mas a soluglio acabou por ndo poder ser adoptada em tempo til devido a ji referida

auséncia de tubos apropriados.
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6.3.2. Processo ctomatografico

6.3.2.1. Escolha dos padrdes internos

Como salientado nos dois capitulos precedentes, a escolha adequada de padtdes internos,
capazes de apresentarem um comportamento similar ao dos analitos durante as varias etapas do
processo analitico, constitui uma exigéncia fundamental quando se pretende desenvolver e
implementar metodologias cromatogréficas multi-paramétricas aplicadas a matrizes complexas. Como
também ji foi amplamente referido e discutido, nos métodos baseados na técnica de GC-MS os
padrdes internos mais efectivos correspondem a anilogos isotopicamente marcados e estiveis das

substincias a analisar.

Na escolha dos padrdes internos usados neste método, foi naturalmente importante a
experiéncia que entretanto tinha sido adquitida na andlise de aminas biogénicas, pelo que as op¢des

tomadas apareceram de forma natural.

Assim, para a generalidade das monoaminas alifiticas em estudo usou-se como padrio
interno a heptilamina, composto reconhecidamente ausente nas amostras em estudo, e com um
comportamento quimico e cromatografico semelhante; a hexilamina poderia constituir uma possivel
alternativa, talvez melhor por apresentar uma volatilidade ligeiramente maior (tempos de retenciio
mais semelhantes aos das aminas a quantificar), nio tendo sido usada apenas pelo facto de haver

umas vagas referéncias a sua presenga em vinhos.

Desde as primeiras experiéncias verificou-se que a efectividade da heptilamina como padrio
interno para as quatro aminas mais volateis (metilamina, dimetilamina, etilamina e dietilamina) nio era
a mais conveniente, muito provavelmente devido a diferenga de comportamento durante o processo
de injecgdo em "splitless", provocada pela grande diferenca de volatilidade. Face a dificuldade de
encontrar cCompostos com um comportamento idéntico que pudessem ser usados, optou-se pelo uso
de is6topos deuterados. Do uso de um unico composto deste tipo ao uso de quatro, um para cada
amina em estudo, vérias hipéteses se colocavam. A opgio acabou por recair na utilizagio da
[*HsJmetilamina, usada para a monitotizagio da metilamina e da dimetilamina, e da [*Hs]etilamina,
usada para monitotizar a etilamina e a dietilamina. Os resultados verificados ao longo da aplicagio do

método as amostras acabaram por mostrar que os resultados obtidos com um ou outro destes
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padrdes internos eram muito idénticos (em ambos os casos de muito boa qualidade) pelo que bastaria

o uso de apenas um deles.

A opgio pela anfetamina, para a monitorizagio da 2-feniletilamina, e pelo isétopo deuterado
da putrescina, [2Hg]putrescina, para a monitorizagio das diversas diaminas teve as mesmas motivagdes
j4 descritas no capitulo 4, a propésito do método desenvolvido com o uso de anidrido
heptafluorobutitico como agente detivatizante. O mesmo se pode dizer do uso de [o,o,(3,3-2Ha]-

-histamina como padtio interno para a quantificagéo de histamina.

Finalmente, optou-se, com bons resultados, por usar-se um isétopo deuterado da pirrolidina,
a [2Hg]pitrolidina, na monitorizagio nio sé da pirrolidina como também dos outros compostos
heterociclicos ensaiados, piperidina e motfolina, estruturalmente diferentes de todos os outros
compostos em estudo, e usou-se a hidroxianfetamina como padrio interno da titamina, o que se
revelou também uma escolha bastante acertada, a qual, como entdo referimos, deveria ter sido

também usada no método descrito no capitulo 4.

Ao contririo do que possa aparentemente parecer numa abordagem imediatista da questio, o
uso de muitos padrdes internos nio causa transtornos de maior na execugio laboratorial de trabalhos
de quantificagio multiparamétricos, do género do aqui descrito. Pelo contririo, a experiéncia
entretanto adquirida leva-nos a pensar ser esta a opgdo mais vilida sempre que se enfrentam
problemas analiticos de alguma complexidade, ¢ a tnica forma de se evitar erros grosseiros nos
resultados apresentados, potventura mais comuns do que aquilo que seria desejavel. Este processo de
controlo passa também pela adopgio de esquemas de trabalho bem definidos. Para além da execugio
do trabalho em "séries", j4 amplamente referida, podemos referir, a titulo de exemplo, o facto da
adicio dos padrdes internos is amostras e as solugdes usadas como padrdes dever ser feita
simultaneamente e usando as mesmas pipetas para a medi¢do dos volumes em questio, € o facto de
nunca se dever usar solucdes contendo todos os padrdes internos mas sim solugdes contendo apenas
dois ou trés destes compostos, de forma a que qualquer erro casual de medigdo possa ser facilmente
detectado. A utilizacio de folhas de cilculo em que facilmente se comparam os resultados obtidos
com o uso de um ou outro dos padrdes internos usados constitui, além disso, um meio eficaz de
detectar e identificar precocemente etros que possam ter ocorrido durante a execugio laboratorial do
método, desde a toma da amostra a analisar até 2 integragdo das dreas correspondentes aos picos de

interesse.
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6.3.2.2. Condigdes operatdrias

Tal como é amplamente salientado pelos autores com trabalhos nesta drea, os carbamatos
obtidos pela reac¢do de aminas com cloroformatos — cloroformato de isobutilo neste caso —
apresentam, regra geral, boas propriedades cromatogrificas, dando lugar ao aparecimento de picos
cromatogréificos bem definidos e com elevado grau de simetria. Isso mesmo foi por nés demonstrado

durante a realizagio deste trabalho.

Durante o desenvolvimento do método e a respectiva aplicagio as amostras foram
experimentadas duas colunas com difetente polatidade: DB 5 MS e DB 1701. Ambas se mostraram
adequadas para a separagio dos compostos, sem que nenhuma delas tenha apresentado qualquer
vantagem relevante sobre a outra. A diferenga mais significativa consistiu na troca da ordem de
eluicdo de alguns compostos (amilamina e pipetidina, mais concretamente), ou em pequenas
alteragbes nos tempos de retengio relativos de alguns compostos: por exemplo, na coluna DB 1701 é
possivel uma separagido quase completa da 2-feniletilamina e do respectivo padrio interno anfetamina
(TR2reA 9,03 min e TRanf 8,94 min, com um dos programas de temperatura usados e TRapia 13,75
min e TRaqr 13,67 min com outro programa de temperatura) enquanto na coluna DB 5 MS os picos
sdo praticamente coincidentes (TRz.rea 10,39 min e TRanr 10,38 min ou TRaya 13,49 min e TRaqr
13,48 min). Neste como noutros casos semelhantes é naturalmente necessaria uma grande atengdo na
escolha dos valores de massa usados para a integragio dos picos, tendo em atencdo a possivel

presenca de fragmentos comuns a ambas as substincias.

Uma das caracteristicas mais vantajosas do uso do espectrémetro de massa como detector
reside, como € do conhecimento geral, na possibilidade de quantificar (integrar) picos sobrepostos de
uma forma perfeitamente correcta, desde que os mesmos apresentem no seu espectro de massa
fragmentos especificos com massas diferentes. Essa ¢ a situagio dos analogos isotépicos, cujo tempo
de retengio € praticamente coincidente com o do composto original que se pretende quantificar:
desde que a diferenga de massas seja suficientemente alargada, de forma a evitar a intetferéncia dos
usuais fragmentos M*! e M*2, caractetisticos dos compostos carbonados, é possivel obter
cromatogramas de massa com picos perfeitamente bem definidos sem qualquer interferéncia causada

pela sobreponibilidade dos dois compostos.
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Quando os picos total ou parcialmente sobtrepostos correspondem a compostos diferentes
sem qualquer relacdo entre si, a possibilidade da sua correcta integragdo estd dependente, como se
disse em cima, da presenca nos respectivos espectros de massa de fragmentos especificos para cada
um dos compostos, de modo a que os respectivos cromatogramas de massa ndo apresentem qualquer
tipo de interferéncia resultante da presenga dos compostos adjacentes. O problema agrava-se,
naturalmente, nas amostras dada a complexidade das mesmas, logo a potencial presenga de dezenas

ou até centenas de compostos interferentes.

Por este motivos, a escolha dos fragmentos usados para a quantificagio dos compostos
baseou-sc, como se pode observar na Tabela 6.3, principalmente na sua especificidade e menos na sua
intensidade no respectivo espectro de massa. Por esse motivo, em alguns casos o ido escolhido foi o
cotrespondente ao ido molecular pese embora a sua fraca intensidade relativa no espectro do
composto. Este facto ndo provocou grandes problemas em termos de sensibilidade, dado os niveis

mesmo assim atingidos terem sido petfeitamente suficientes para os teores geralmente encontrados.

Tal como no método referido no capitulo 4, a detec¢io dos compostos foi feita por
monitorizagio selectiva de ides, tendo-se usado neste caso cinco grupos distintos de ies, diferidos no
tempo, de acordo com o referido na Tabela 6.1. O critério usado foi basicamente o de usar 3 ou 4
ides caracteristicos de cada composto (no caso dos menos importantes, tentando maximizar o uso de
ides comuns a mais do que um composto) e de constituir grupos homogéneos em termos de nimero
de ides (cerca de 10), de forma a manter elevados niveis de sensibilidade. No caso do método usado
para a quantificagio da tiramina, usou-se apenas um grupo constituido por 10 ibes (Tabela 6.2),
suficientes para caractetizar a ptresenga nio s6 da tiramina e do respectivo padrio interno,
hidroxianfetamina, como também da histamina e do seu is6topo tetradeuterado, pese embora os

resultados obtidos para a histamina tenham acabado por ser rejeitados, pelos motivos ji apontados.

Nas Figuras 6.1 a 6.28 sio apresentados cromatogramas obtidos na analise de solugbes de
calibragiio correspondentes a uma concentragio de cada amina de 100 pg/I.. Como as solugdes de
calibragio preparadas nio apresentavam igual concentragio de cada amina, sio apresentados dois
cromatogramas i6nicos totais (Figura 6.1 e Figura 6.2) e os cromatogramas de massa usados para a
quantificagio, retirados de um dos dois cromatogramas totais apresentados (Figuras 6.3 a 6.26). Nas
Figuras 6.27 e 6.28 sdo aptresentados cromatograma de massa correspondentes 2 uma solugio de

calibragao com 100 pg/L de tiramina.
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A apresentagio grafica destes cromatogramas, embora discutivel por se tratar de solugdes de
calibragdo e nido de amostras reais, pareceu-nos importante nio s6 para se podetem obsetvat os picos
cotrespondentes a compostos que se mostraram inexistentes nas amostras analisadas mas também
para fornecer uma ideia visual (que nos parece importante de acordo com o velho principio de que
uma imagem vale mil palavras ou, neste caso, mil nimeros) do limite de detecgiio do método para
cada composto, cuja ordem de grandeza é possivel extrapolar pela observagio dos referidos

cromatogramas.

Nas Figuras 6.29 a 6.44 sio apresentados o cromatograma iénico total e os respectivos
cromatogramas de massa usados para fins quantitativos (apenas das aminas encontradas e dos
padrdes internos) de uma amostra de um vinho do Porto. Finalmente, nas Figuras 6.45 e 6.47 sio
apresentados o cromatograma iénico total e os cromatogramas de massa usado para fins quantitativos

respeitantes a determinagdo de tiramina numa outra amostra de vinho do Porto.

De um modo geral, é notdria a boa qualidade cromatogrifica proporcionada pelos derivados
isobutoxicatbonilicos (carbamatos) obtidos. E de salientar a boa qualidade dos cromatogramas de
massa obtidos a partir de pares de compostos mal resolvidos, logo com tempos de retengio muito
idénticos, como é o caso das aminas em que se usou o respectivo isétopo deuterado como padrio
interno e também do quarteto formado pela 2-metilbutilamina, isoamilamina, pirrolidina e
[#Hs]pirrolidina. Nestes casos, tornam-se evidentes as vantagens associadas ao uso de um detector
com as caractetisticas de selectividade do detector de massa. Com outro detector tornat-se-ia

impossivel uma cotrecta quantificagio dos referidos compostos.
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Abundancia TIC: VPA2-1.D
[2H,]Metilamina
1600000
[*HJEtilamina
1200000
Anfetamina
800000
[*HglPirrolidina
400000 Heptilamina
[“Hg]Putrescina +
Putrescina
o] MJ\\A_‘ Aoty A A A L A A M
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Tempo (min) 400 500 600 700 800 900 1000 11.00 1200 1300 1400 1500 1600 17.00

Figura 6.1. Cromatograma iénico total’ obtido nas condigdes usadas para a quantificagdo dos compostos
(monitorizagdio selectiva de cinco diferentes grupos de ides) correspondente a uma solugdo de
calibragdo contendo todas as aminas em estudo nas seguintes concentragbes - putrescina: 0,500
mg/L; metilamina, dimetilamina, etilamina, isoamilamina, pirrolidina, cadaverina e 2-feniletilamina:
0,100 mg/L; restantes aminas: 0,025 mg/L).

Os padrdes internos usados foram adicionados 2 solugio de calibragdo na concentragio de 1,0 mg/L:
PI 1 - [?H;]metilamina; PI 2 - [2H;]etilamina; PI 3 - [2Hg]pitrolidina; PI 4 - heptilamina; PI 5 -
anfetamina; PI 6 - [2H;]putrescina.

*Deste cromatograma foram extraidos os cromatogramas de massa (ou cromatogramas idnicos reconstruidos) que se apresentam
nas Figuras 6.3, 6.4, 6.5, 6.10, 6.11, 6.16 e 6.19 (aminas presentes numa concentragio de 0,1 mg/L).
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Abundanci TIC: VPA4-1.D
undancia
[*H3]Metilamina
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2-Feniletilamina
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400000
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Figura 6.2. Cromatograma iénico total’ obtido nas condigdes usadas para a quantificagio dos compostos
(monitorizagdo selectiva de cinco diferentes grupos de ides) correspondente a uma solugdo de
calibragfio contendo todas as aminas em estudo nas seguintes concentragSes - putrescina: 2,500
mg/L; metilamina, dimetilamina, etilamina, isoamilamina, pirrolidina, cadaverina e 2-feniletilamina:
1,000 mg/L; restantes aminas: 0,100 mg/L).

Os padrdes internos usados foram adicionados solugdo de calibragdo na concentragio de 1,0 mg/L:
PI 1 - [?H;]metilamina; PI 2 - [2H;]etilamina; PI 3 - [?Hs]pirrolidina; PI 4 - heptilamina; PI 5 -
anfetamina; PI 6 - [2Hg] putrescina.

*Deste cromatograma foram extraidos os cromatogramas de massa (ou cromatogramas iénicos reconstruidos) que se apresentam
nas Figuras 6.6 6.7, 6.8, 6.9, 6.12, 6.13, 6.14,6.15, 6.17 € 6.20 (aminas presentes numa concentragdo de 0,1 mg/L).
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lon 76.00 (75.70 to 76.70): VPA2-1.D
Abundancia

100000 | Metilamina (0,1 mg/L)

3,63

80000

60000

40000 )

20000

. o ‘J T T T ¥ T T T T T T T T T T
Tempo (min) 400 500 600 700 800 900 1000 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00
Figura 6.3. Cromatograma de massa do ido m/z 76, usado para a quantificagio da metilamina.
Abundancia lon 72.00 (71.70 to 72.70): VPA2-1.D
80000 iDimetilamina (0,1 mg/L)
3,78

60000

40000

20000

0 L"\—-\._ALN\.J LL/L
17.00

Tempo (min) 400 500 600 700 800 800 1000 11.00 1200 1300 1400 1500 16,00

Figura 6.4. Cromatogtama de massa do iio m/z 72, usado para a quantificagdo da dimetilamina.
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lon 90.00 (89.70 to 90.70): VPA2-1.D

Abundancia
80000
Etilamina (0,1 mg/L)

4,20
60000
40000
20000

J\J J (R

0 " - ; : : ; : - : ; . - . :
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.5. Cromatograma de massa do ifio 7./z 90, usado para a quantificagio da etilamina,

Abundéncia lon 118.00 (117.70 to 118.70): VPA4-1.D
25000
Dietilamina (0,1 mg/L)
20000 5.21
15000 Butilamina (0,1 mgiL)
7.21
10000 Ispbutilamina (0,1 mg/L)
6,26
5000
| I N

0 ; - , ; : : ; ; - - - .
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.6. Cromatograma de massa do ido m/z 118, usado para a quantificagio da dietilamina, da isobutilamina
e da butilamina.
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Abundancia lon 144.00 (143.70 to 144.70). VPA4-1.D

36000 Isopropilamina (0,1 mg/L)

4,50
30000

24000

18000

12000

6000

Tempo (min) 200 500 500 700  BO0 000 1000 1100 1200 1300 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.7. Cromatograma de massa do ido m/z 144, usado para a quantificagiio da isopropilamina.

Abundancia lon 104.00 (103.70 to 104.70): VPA4-1.D
30000 Propilamina (0,1 mgiL)
5,41
20000
10000
OML_JL_A_A__A__ M‘q
Tempo (min) 700 500 600 700 800 9.00 1000 1100 1200 1300 1400 1500  16.00 17.00

Figura 6.8. Cromatograma de massa do iio m/z 104, usado para a quantificagdo da propilamina.
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lon 187.00 (186.70 to 187.70). VPA4-1.D

Abundancia
1600
1200 2-Metilbutilamina (0,1 mg/L) L,ss
800
400
LJ L_/«_J\A_IL
Tempo i) * 300 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Figura 6.9. Cromatograma de massa do ido m/z 187, usado para a quantificagio da 2-metilbutilamina.

Abundancia lon 132.00 (131.70 to 132.70): VPA2-1.D

7500
Isoamilamina (0,1 mg/L)
8,65

6000
4500
3000

1500

0 7 T T : : T .
Tempo (min) 400 500 600  7.00 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600  17.00

Figura 6.10. Cromatograma de massa do ido m./z 132, usado para a quantificagio da isoamilamina,
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Abundancia lon 98.00 (97.70 to 98.70): VPA2-1.D
16000 Pirrolidina (0,1 mg/L)
8,67
12000
8000
4000
vy u

. 0 7 y T ; T T T T : T 7 Y :
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.11. Cromatograma de massa do ido m/z 98, usado para a quantificagio da pirrolidina.

Abundéncia lon 116.00 (115.70 to 116.70). VPA4-1.D
Morfolina (0,1 mg/L}
8000 9,53
6000
4000
2000
0 T T T T l)k’~/4 T T T T T T T T T
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11,00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.12. Cromatograma de massa do ido m/z 116, usado para a quantificagdo da morfolina.
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Abundancia lon 132.00 (131.70 to 132.70): VPA4-1.D
12000
Amilamina (0,1 mg/L)
9,67
9000
6000
3000

SN,

Tempo (min) 400 5060 8bo T 7.00  BOO 000 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Figura 6.13. Cromatograma de massa do ifio m/z 132, usado para a quantificagdo da amilamina,
Abundancia lon 128.00 (127.70 to 128.70): VPA4-1.D
32000 Piperidina (0,1 mgiL)
9,75
24000
16000
8000
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Tempo (min) 400 500 600 700 800 900 1000 11.00 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Figura 6.14. Cromatograma de massa do ido m/z 128, usado para a quantificagio da piperidina.
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lon 146.00 (145.70 to 146.70): VPA4-1.D

Abundéncia
20000 Hexilamina (0,1 mg/L)
11.33
15000
10000
5000
. ot A At
Tempo (min) 4b6 500 6.0 700 " 8.bo 9b0 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600  17.00
Figura 6.15. Cromatograma de massa do ido m/z 146, usado para a quantificagfo da hexilamina.
Abundancia lon 221.00 (220.70 to 221.70): VPA2-1.D
10000
2-Feniletilamina (0,1 mg/L)
13,48
7500
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2500
Tempo (min) 400 500 600 700  BOO 000 1000 11.00 1200 1300 1400 1500 16:00 " 17.00

Figura 6.16. Cromatograma de massa do ido m/z 221, usado para a quantificagdo da 2-feniletilamina.
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Abundancia lon 101.00 (100.70 to 101.70); VPA4-1.D
16000 1,3-Diaminopropano (0,1 mgiL)
14,87
12000
8000
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Figura 6.17. Cromatograma de massa do ido m/z 101, usado para a quantificagfo do 1,3-diaminopropano.

Abundancia lon 170.00 (169.70 to 170.70): VPA1-1.D
12500

Putrescina (0,1 mg/L)
15,40

10000

7500

5000

2500

o
Tempo (min) 400 " 500 600 700 8b0 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600  17.00

Figura 6.18. Cromatograma de massa do ifio m/z 170, usado para a quantificagdo da putrescina (este
cromatograma cotresponde a uma solugio de calibragio com 0,100 mg/L de putrescina e 0,010 ou
0,025 mg/1. das outras aminas).

329



Capitulo 6 - Derivatizacdo com cloroformato de isobutilo

lon 130.00 (129.70 to 130.70): VPA2-1.D

Abundéancia
10000
Cadaferina (0,1 mg/L}
15,81
7500
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2500
] l \_lMM b l.
Tempo (min) 300 500 600 700 BOO 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 _ 17.00

Figura 6.19. Cromatograma de massa do ido m/z 130, usado para a quantificagdo da cadaverina.

Abundancia fon 130.00 (129.70 to 130.70): VPA4-1.D

10000
1,6-Digmirjohexano (0,1 mgiL)

16,23
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Figura 6.20. Cromatograma de massa do ido m/z 130, usado para a quantificagéo do 1,6-diaminohexano.
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Abundancia lon 79.00 (78.70 to 79.70): VPA2-1.D

750000 {[*H JMetilamina (P1 1)

3,62
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Figura 6.21. Cromatograma de massa do ifo m/z 79, usado para a "quantificagfio” da [2ZH;]metilamina (PI 1).

Abundancia lon 95.00 (94.70 to 95.70). VPA2-1.D
750000
[?H] Etilamina (Pl 2)
4,16
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Figura 6.22. Cromatograma de massa do ifio 7./z 79, usado para a "quantificagio" da [2H;]etilamina (PI 2).

331



Capltulo 6 - Derivatizagdo com cloroformato de isobutilo

Abundancia lon 106.00 (105.70 to 106.70); VPA2-1.D
[2Hg] Pirrolidina (Pl 3)
160000 8,56
120000
80000
40000

) 0
Tempo (min) 450 5.00 8.b0 7.50 8.00 960 1000 11000 12100 1300 14.00 1500 1600 17.00

Figura 6.23. Cromatograma de massa do ido m/z 106, usado para a "quantificagdo" da [2H;]pirrolidina (PI 3).

Abundancia lon 160.00 (159.70 to 160.70): VPA2-1.D
240000 Heptilamina (P! 4)
12,35
180000
120000
60000
0 T 7 - - - 7 7 7 T q 7 T 7
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 1100 1200 1300 14.00 15.00 16.00 17.00

Figura 6.24. Cromatograma de massa do ifio m/z 160, usado para a "quantificagdo" da heptilamina (PI 4).
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Abundéncia ‘ lon 144.00 (143.70 to 144.70). VPA2-1.D
Anfetamina (P! §)
600000 13,49
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Figura 6.25. Cromatograma de massa do ifio 7/z 144, usado para a "quantificagio" da anfetamina (P15).

Abundancia lon 176.00 (175.70 to 176.70): VPA2-1.D
60000 [?Hg] Putrescina (P! 6)
15,37
45000
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Figura 6.26. Cromatograma de massa do ido m/z 176, usado para a "quantificagdo" da [2Hg]putrescina (PI 6).
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Abundéncia lon 120.00 (119.70 to 120.70): VPA1-1.D
32000 Tiramina (0,1 mg/L})
10,33
24000
16000
8000
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Figura 6.27. Cromatograma de massa do ido m/z 120 (correspondente a uma solugfio de calibragdo com 0,1
mg/L de tiramina) usado para a quantificagio da tiramina.

Abundancia lon 144.00 (143.70 to 144.70): VPA1-1.D
Hidroxianfetamina (Pl - 1 mg/L)
10,22
240000
180000
120000
60000
i\ . L
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Figura 6.28. Cromatograma de massa do iio m/z 144 (correspondente 2 mesma solugdo de calibragio da figura
anterior) usado para a "quantificagfio" da hidroxianfetamina (PI).
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Abundancia TIC: B85-1.D
2400000
Etilamina
2000000
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Figura 6.29.Cromatograma iénico total’ obtido nas condi¢des usadas para a quantificagdo dos compostos
(monitorizagio selectiva de cinco diferentes grupos de ides) correspondente a uma amostra de vinho
do Porto contendo as seguintes aminas — metilamina: 0,258 mg/L; dimetilamina: 0,094 mg/L;
etilamina: 1,835 mg/L; 2-metilbutilamina: 0,018 mg/L; isoamilamina: 0,378 mg/L; pirrolidina: 0,894
mg/L; 2-feniletilamina: 0,356 mg/L; putrescina: 0,773 mg/L; cadaverina: 0,043 mg/L,

Y

Os padrdes internos usados foram adicionados 2 amostra na concentragio de 1,0 mg/L: PI 1 -
[ZH3]metilamina; PI 2 - [2H;]etilamina; PI 3 - [2H;]pirrolidina; PI 4 - heptilamina; PI 5 - anfetamina;
PI 6 - [2Hg]putrescina.

» . .
Deste ctomatograma foram extraidos os cromatogramas de massa que se apresentam nas Figuras 6.30 a 6.44,
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lon 76.00 (75.70 to 76.70): B85-1.D

Abundancia
240000
Metilamina (0,258 mg/L)
3,63
180000
120000
60000
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Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 11.00 12.00 1300 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.30. Cromatograma de massa do iio m/z 76, usado para a quantificagfio da metilamina.

Abundéncia fon 72.00 (71.70 to 72.70): B85-1.D
100000 on 7200 (IOt TR TOR BT

80000

Dimetilamina (0,094 mg/L)

60000 3
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Figura 6.31. Cromatograma de massa do iio m/z 72, usado para a quantificagio da dimetilamina.
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Abundancia lon 90.00 (89.70 to 90.70): B85-1.D
Etilamina (1,835 mg/L}
4,20

1200000
900000
600000
300000

0 . , : y . . . . . . . y . .

Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 1100 12.00 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.32. Cromatograma de massa do ido m/z 90, usado para a quantificagio da etilamina,

Abundancia fon 187.00 (186.70 to 187.70): B85-1.D
2400
2000
1600
1200
800
2-Metilbutilamina (,018 mg/L)
400
53
Tempo (min) 0 400 500 600  7.00 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Figura 6.33. Cromatograma de massa do ido m/z 98, usado para a quantificagdo da 2-metilbutilamina.
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lon 132.00 (131.70 to 132.70): B85-1.D

Abundancia
Isoamilamina {0,378 mg/L)
8,65
240000
180000
120000
60000
0t - - - = A “, . ; ' . . .
Tempo (min) 400 500 600 700 800 9.00 1000 11.00 1200 13.00 14.00 1500 16.00 17.00
Figura 6.34. Cromatograma de massa do ifio m/z 132, usado para a quantificagdo da isoamilamina.
Abundancia lon 98.00 (97.70 to 98.70): B85-1.D
Pirrolidina (0,894 mg/L)
8,67
150000
120000
90000
60000
30000
0 - . y . T : . - : . ; : . .
Tempo (min) 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.35. Cromatograma de massa do iio m/z 98, usado para a quantificagio da pirrolidina.
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Abundancia fon 221.00 (220.70 to 221.70). B85-1.D
48000
2-Feniletilamina (0,356 mg/L)
13,48
36000
24000
12000
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 8.00 1000 1100 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.36. Cromatograma de massa do ifio m/z 221, usado para a quantificagio da 2-feniletilamina.

Abundancia lon 170.00 (169.70 to 170.70): B85-1.D
75000 Putrescina (0,773 mgiL)
15,40
60000
45000
30000
15000
0 T , r y r r , T T r y .LL’.L‘ 7
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 800 1000 1100 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.37. Cromatograma de massa do ifo m./z 170, usado para a quantificagdo da putrescina.
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lon 130.00 (129.70 to 130.70): B85-1.D

Abundancia
9000
6000
3000 Cadaverina (0,043 mg/L)
15,81
0= . : . : : ' : . . r r :
Tempo (min) 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 17.00
Figura 6.38. Cromatograma de massa do ido m/z 130, usado para a quantificagdo da cadaverina.
Abundancia lon 79.00 (78.70 to 79.70): B85-1.D
750000
[*H,Metilamina (P1 1)
3,62
600000
450000
300000
150000
il
Tempo (min) 400 500 600 700 800 900 1000 11.00 1200 1300 1400 1500 16.00  17.00

Figura 6.39. Cromatograma de massa do iio m/z 79, usado para a "quantificagdo" da [2Hs]metilamina (P1 1).
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Abundancia lon 95.00 (94.70 to 95.70): B85-1.D
[*HgEtilamina (P! 2)
600000 4,18
450000
300000
150000
Tempo (min) 400 500 600 7.00 800 900 1000 11.00 1200 13.00 14.00 1500 16.00 17.00

Figura 6.40. Cromatograma de massa do ido m/z 95, usado para a "quantificagdo" da [2Hj;]etilamina (PI 2).

Abundancia lon 106.00 (105.70 to 106.70); B85-1.D
[PHglPirrolidina (P1 3)
160000 8,55
120000
80000
40000
04 QL
Tempo (min) 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 1200 13.0014.00 1500 16.00 17.00

Figura 6.41. Cromatograma de massa do ido m/Z 106, usado para a "quantificagio" da [Hs] pirrolidina (PI 3).
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lon 160.00 (159.70 to 160.70): B85-1.D

Abundancia
Heptilamina (P1 3)
12,35
240000
180000
120000
60000
0 T T r T r : ; T . " e r T r
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 1100 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.42. Cromatograma de massa do ido m/z 160, usado para a "quantifica¢io" da heptilamina (PI 4).
g g p q S p

Abundancia lon 144.00 (143.70 to 144.70): B85-1.D

750000
Anfetamina (Pi §)

13,49

600000
450000
300000

150000

J A

0 T T T v -
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 1000 1100 12:00 1300 1400 1500 186.00 17.00

Figura 6.43. Cromatograma de massa do iio m/z 144, usado para a "quantificagio" da anfetamina (PI 5).

342



Capitulo 6 - Derivatizagio com cloroformato de isobutilo

Abundéncia lon 176.00 (175.70 to 176.70): B85-1.D
48000
[*HgPutrescina (Pi 6)
15,37
36000
24000
12000
]

0 : , = > ; ; - - ; " .
Tempo (min) 400 500 600 700 8D0 900 1000 1100 1200 1300 14.00 1500 1600  17.00

Figura 6.44. Cromatograma de massa do ifio m/z 176, usado para a "quantificagiio” da [2H;|putrescina (PI 6).

Abundancia

TIC: V94-1.D

1200000

1000000

800000

600000
Hidroxianfetamina (PI)

400000 10,22

200000 Tiramina (0,075 mg/L)

0 T L"“'l\ T ey N T e e R Ot S e R | 1 T T T T
Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00  11.00 12.00 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.45. Cromatograma i6nico total’ obtido nas condigdes usadas para a quantificagdo da tiramina
correspondente a uma amostra de vinho do Porto com um teor de tiramina de 0,075 mg/L. O
padrio interno usado foi a hidroxianfetamina (1 mg/L).

» s
Deste cromatograma foram extraidos os cromatogramas de massa que se apresentam nas figuras 6.46 e 6.47.
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lon 120.00 (118.70 to 120.70): V94-1.D

Abundancia
48000
36000
Tiramina (0,075 mg/L}
10,34
24000
12000
L

Tempo (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00

Figura 6.46. Cromatograma de massa do ifio m/z 120, usado para a quantificagdo da tiramina.

lon 144.00 (143.70 to 144.70): V94-1.D

Abundéancia
Hidroxianfetamina (PIl)

320000 10,22
240000
160000

80000

A
0 L
. Tempao (min) 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 8.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00

Figura 6.47. Cromatograma de massa do ido m/z 144, usado para a "quantificagio" da hidroxianfetamina (PI).

344



Capitulo 6 - Derivatizacdo com cloroformato de isobutilo

6.4. Validagio do método
6.4.1. Linearidade

A semelhanga do teferido nos dois capitulos anteriores, a linearidade do método foi testada a
trés diferentes niveis: em solugdes aquosas, numa fase inicial de desenvolvimento do método; em
matrizes sintéticas usadas para a construcio das curvas de calibragdo aplicadas na quantificacio dos
compostos; finalmente, através daquilo que designamos por "curvas de tecuperagio” construidas a
partir dos resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo (ver 6.4.3.) e nas quais se entra em

consideragdo com a especificidade das matrizes.

No primeiro caso, o estudo reportou-se apenas a 18 compostos (a hexilamina e a 1,6-hexano-
-diamina foram entio usadas como padrdes internos) e o processo alternativo para a tiramina e a
histamina néo chegou a ser testado. Para todas as aminas usaram-se dez niveis de concentragio (onze
com o branco) — 0; 0,010; 0,025; 0,050; 0,100; 0,250; 0,500; 1,000, 2,500, 5,000 e 10,000 mg/L. Os

resultados obtidos sio apresentados na Tabela 6.5.

A lineatidade do método quando aplicado as matrizes sintéticas usadas para a quantificagdo
dos compostos foi testada tantas vezes quantas as "séries" analiticas realizadas, pois para cada "série"
construiu-se uma curva de calibracio diferente, resultante da média de duas injecgSes de cada solugio
padtio. A gama de concentragdes usadas foi diferente para cada uma das aminas, de acordo com os
teores esperados nas amostras a analisar. Em regra, usou-se uma gama de concentragdes de 0,010 a
1,000 mg/L para as aminas presentes em menor quantidade e de 0,025 a 5,000 mg/L para as
restantes. Os valores de r obtidos para todas as aminas em estudo foram excelentes, tanto para a
andlise de vinhos como de mostos, tendo-se obtido sistematicamente valores da ordem de 0,9999, em
todo o caso nunca inferiores a 0,9990. Regra getal o coeficiente de correlagio obtido era maior a0

retirar o ponto de calibragio correspondente 4 maior concentragio (1 ou 5 mg/L).
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TABELA 6.5

INDICADORES DA LINEARIDADE DO METODO OBTIDOS PELA ANALISE DE 11 SOLUGCOES
PADRAO COM CONCENTRAGOES CRESCENTES DE CADA UMA DAS AMINAS (0; 0,010; 0,025;
0,050; 0,100; 0,250; 0,500; 1,000; 2,500, 5,000 e 10,000 mg/L)

Padrio interno

Coef. correlagio (r)

Equagdo darecta

Metilamina
Dimetilamina
Etilamina
Dietilamina
Propilamina
Isopropilamina
Butilamina
Isobutilamina
Amilamina
Isoamilamina
2-Metilbutilamina
Pirrolidina
Piperidina
Motfolina
1,3-Diaminopropano
Putrescina
Cadaverina

2-Feniletilamina

[2H3]Metilamina
[2H3]Metilamina
[2Hs)Etilamina
[2H;s]Etilamina
[2Hs]Etilamina
[2H;s]Etilamina
Hexilamina
Hexilamina
Hexilamina
Hexilamina
Hexilamina
[Hg]Pirrolidina
[?Hg] Pitrolidina
[Hs]Pirrolidina
[ZHs]Putrescina
[?Hs]Putrescina
[PHg]Putrescina

Anfetamina

0,09999
0,09989
0,09997
0,09951
0,99802
0,09997
0,09983
0,09995
0,09994
0,09993
0,09997
0,09992
0,99990
0,09801
0,09864
0,09996
0,09934

0,99991

y = 1,02861x + 0,04104
y = 0,78384x + 0,02104
y = 0,79732x + 0,01264
y = 0,375%94x + 0,00828
y = 0,59518x - 0,03991
y = 0,54578x - 0,00054
y = 1,32849x + 0,06106
y = 1,28751x + 0,04613
y = 1,16111x - 0,03461
y = 0,09674x + 0,00088
y = 0,12131x - 0,00204
y = 1,04195x - 0,01222
y = 1,86339x - 0,03500
y = 0,54582x - 0,03436
y = 2,94845x - 0,08761
y = 2,23167x - 0,03497
y = 1,94822x - 0,08891

y = 0,41875x - 0,00621
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6.4.2. Precisio

Para determinar a precisio da metodologia desenvolvida, fizeram-se dez determinacdes em
patalelo a uma amostra de vinho do Porto e a uma amostra de mosto. Em ambos os casos retirou-se
dez aliquotas da mesma amostra, e procedeu-se & sua anilise em simultAineo com uma série de
padrdes usados para a construgdo das curvas de calibragio necessarias. A exemplo do refetido para as
amostras, cada extracto final foi injectado em duplicado, considerando-se como resultado final a

média dos dois resultados obtidos. Os resultados obtidos sio apresentados na Tabela 6.6.

6.4.3. Recuperagio

De forma a estudar a exactidio do processo efectuaram-se dois ensaios de recuperacio
usando-se para o efeito uma amostra de vinho do Porto e uma amostra de mosto cujo teor nas
aminas em estudo tinha sido determinado no ensaio de precisio. Em ambos os casos fez-se a adi¢do
de aminas as amosttas a seis niveis diferentes de concentragio, tendo o tratamento das amostras sido
feito em paralelo com uma série de padrdes usados para a construcio das curvas de calibragdo

necessarias para a quantificagio. Os resultados obtidos sio apresentados nas Tabelas 6.7 € 6.8.

Com base nos resultados obtidos neste ensaio de recuperagio, construiram-se graficos (um
para cada matriz e para cada amina) relacionando os teores obtidos (ordenadas) em funcdo dos teores
adicionados (abcissas). O coeficiente de correlagio obtido dé-nos uma ideia da linearidade da
metodologia em condigdes “reais” de andlise, entrando em conta com a especificidade das matrizes
analisadas. Os graficos obtidos assim como as respectivas equagdes das rectas correspondentes e o

valor de R? sdo apresentados em anexo (anexo 6.2).

6.4.4. Limites de detecgdo e de quantificagio

Tal como nos métodos anteriormente referidos, ndo foram executados estudos exaustivos
para a determinagio dos limites de detecgio e de quantificagio. Em condigdes normais de

funcionamento do aparelho de GC-MS foi possivel detectar todas as aminas em estudo numa
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concentragio de 1 pg/L (considerando alturas de pico pelo menos trés vezes superiores a altura
média da linha de base). Como limite de quantificagio considerou-se o valor de 5 ug/L, acima do qual
foi possivel obter sistematicamente para todas as aminas valores de coeficientes de variagao inferiores

a 15 %.
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TABELA 6.6

PRECISAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA EM AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO E DE
MOSTO (n=10)

Vinho do Porto Mosto
Média (mg/L) 0,318 0,664
Metilamina Desvio-padrio 0,006 0,013
C. V. (%) 1,74 1,90
Média (mg/L) 0,086 0,067
Dimetilamina Desvio-padrio 0,001 0,003
C.V. (%) 1,54 5,15
Média (mg/L) 2,426 1,266
Etilamina Desvio-padrio 0,019 0,015
C. V. (%) 1,20 1,22
Média (mg/L) - 0,053
Dietilamina Desvio-padrio — 0,001
C. V. (%) — 2,49
Média (mg/L) 0,003 0,005
Isopropilamina Desvio-padrio 0,0001 0,0001
C. V. (%) ’ 3,62 1,66
Média (mg/L) 0,010 0,039
Isobutilamina Desvio-padtio 0,002 0,002
C. V. (%) 17,53 4,18
Média (mg/L) 0,019 0,117
2-Metilbutilamina Desvio-padrio 0,001 0,003
C.V.(%) 3,32 2,15
Média (mg/L) 0,430 1,168
Isoamilamina Desvio-padrio 0,008 0,017
C.V. (%) 1,90 1,44
Média (mg/L) 0,635 0,005
Pirrolidina Desvio-padrio 0,005 0,0005
C. V. (%) 0,73 11,89
Média (mg/L) 0,027 0,016
1,3-Diaminopropano Desvio-padrio 0,001 0,001
C. V. (%) 1,78 3,40
Média (mg/L) 2,297 1,479
Putrescina Desvio-padrio 0,052 0,045
C. V. (%) 2,25 3,05
Média (mg/L) 0,131 0,064
Cadaverina Desvio-padtio 0,005 0,004
C. V. (%) 4,23 5,84
Média (mg/L) 0,281 0,535
2-Feniletilamina Desvio-padrio 0,003 0,011
C.V. (%) 1,09 2,06
Média (mg/1) 0,508 —
Tiramina Desvio-padrio 0,021 —
C. V. (%) 4,13 —
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TABELA 6.7

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

VINHO DO PORTO
Teor inicial "Ijeor Teor Recuperagio? Recul? cragao
(mg/L) adicionado encontrado (%) média
[\
8 (mg/L) (mg/L) )
0,050 0,367 98,3
0,100 0,419 100,6
— 0,250 0,573 102,2
Metilamina 0,318 0.500 0.820 1003 100,6
1,000 1,322 100,4
2,500 2,859 101,6
0,050 0,135 98,9
0,100 0,186 100,4
ST 0,250 0,361 109,8
Dimetilamina 0,086 0.500 0.615 1058 105,2
1,000 1,147 106,1
2,500 2,709 104,9
0,050 2,47 90,6
0,100 2,535 108,6
S 0,250 2,694 107,4
Etilamina 2,426 0,500 2912 97.1 101,2
1,000 3,472 104,6
2,500 4,905 99,2
0,025 0,027 106,5
0,050 0,052 1043
ey 0,100 0,103 103,3
Dietilamina nd 0250 0.256 1023 104,7
0,500 0,528 105,6
1,000 1,061 106,1
0,025 0,024 94,3
0,050 0,048 95,5
S 0,100 0,097 96,9
Propilamina ‘ nd 0.250 0.247 08,7 99,0
0,500 0,516 103,2
1,000 1,052 105,2
0,025 0,029 103,3
0,050 0,055 103,1
O 0,100 0,104 100,8
Isopropilamina 0,003 0.250 0.253 100.1 102,5
0,500 0,518 103,0
1,000 1,047 104,4

nd — nio detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)

« Para o calculo da recuperagio, usou-se a seguinte formula; Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x
100
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TABELA 6.7 (cont.)

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

VINHO DO PORTO
Teor inicial "I.‘eor Teor Recuperagio? Recu}? cragao
(mg/L) adicionado encontrado (%) média
8 (mg/L) (mg/L) (%)
0,025 0,028 113,5
0,050 0,056 111,2
o 0,100 0,109 109,3
Butilamina nd 0.250 0,265 106.1 109,6
0,500 0,556 1112
1,000 1,062 106,2
0,025 0,034 97,9
0,050 0,067 113,7
v 0,100 0,123 112,8
Isobutilamina 0,010 0,250 0,281 108.2 108,7
0,500 0,571 112,3
1,000 1,082 107,2
0,025 0,027 107,7
0,050 0,050 99,0
. 0,100 0,101 100,2
Amilamina nd 0,250 0,249 99,6 102,4
0,500 0,520 103,9
1,000 1,039 103,9
0,050 0,478 96,6
0,100 0,520 90,3
S 0,250 0,687 102,8
Isoamilamina 0,430 0,500 0,926 99.2 98,9
1,000 1,476 104,6
2,500 2,928 99,9
0,025 0,042 93,9
0,050 0,065 91,5
. o 0,100 0,115 96,0
2-Metilbutilamina 0,019 0.250 0.258 95.8 97,6
0,500 0,540 104,2
1,000 1,063 104,4
0,025 0,024 95,0
0,050 0,047 93,2
o 0,100 0,095 94,8
Hexilamina nd 0.250 0.242 9.8 97,2
0,500 0,506 101,3
1,000 1,020 102,0

nd — nio detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)

* Para o cdlculo da recuperagio, usou-se a seguinte férmula: Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x
100
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TABELA 6.7 (cont.)

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERACAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE
VINHO DO PORTO

s Teor Teor . Recuperagio
Teor inicial . Recuperagdo? L 1
(mg/L) adicionado encontrado %) média
(mg/L) (mg/L) (%)
0,050 0,675 80,1
0,100 0,732 97,3
T 0,250 0,901 106,5
Pirrolidina 0,635 0,500 1131 99.2 97,3
1,000 1,660 102,5
2,500 3,082 97,9
0,025 0,029 100,1
0,050 0,055 102,6
ey 0,100 0,106 102,4
Piperidina 0,004 0.250 0.257 1015 102,8
0,500 0,531 105,6
1,000 1,050 104,6
0,025 0,025 100,0
0,050 0,054 1071
. 0,100 0,112 112,2
Motrfolina nd 0,250 0272 108.7 108,1
0,500 0,559 111,7
1,000 1,067 106.7
0,050 0,320 78,9
0,100 0,369 88,1
S . 0,250 0,517 94,6
2-Feniletilamina 0,281 0.500 0761 96,0 92,2
1,000 1,250 96,9
2,500 2,743 98,5
0,025 0,031 97,6
0,050 0,057 100,2
.. 0,100 0,114 107,2
1,3-Diaminopropana 0,006 0.250 0.287 1124 110,7
0,500 0,604 119,4
1,000 1,280 1273
0,100 2,467 169,7
0,250 2,607 124,0
. 0,500 2,873 115,2 120,1
Putrescina 2,291 1,000 3,401 110,4 (110,2)
2,500 4,824 101,1
5,000 7,308 100,2

nd - nio detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)
2 Para o cilculo da recuperagio, usou-se a seguinte formula: Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x
100

b valor médio calculado sem entrar em consideragio com o primeiro valor
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TABELA 6.7 (cont.)

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

VINHO DO PORTO
Teor inicial .'Ijeor Teor Recuperagdo? Recul? eragao
(mg/L) adicionado encontrado %) média
(mg/L) (mg/L) (%)
0,050 0,175 87,3
0,100 0,223 92,2
, ' 0,250 0,372 96,4 ‘
Cadaverina 0,131 ‘ 0.500 0,632 1001 96,‘9

1,000 1,143 101,2
2,500 2,740 104,4
0,025 0,026 103,4
0,050 0,052 104,4

. 0,100 0,093 93,4

1,6-Diaminohexano nd 0.250 0,262 104.9 104,9

0,500 0,523 104,5
1,000 1,184 1184

0,050 0,554 92,3

0,100 0,601 93,3

. . 0,250 0,768 104,1

Titamina 0,508 0,500 0,993 97,0 98,9

1,000 1,498 99,1
2,500 3,207 108,0

nd — ndo detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)

* Para o célculo da recuperagio, usou-se a seguinte férmula: Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x

100
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TABELA 6.8

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERACAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

MOSTO
Teor inicial ."I:eor Teor Recuperagio® RecuRelzagao
(mg/L) adicionado encontrado ) média
(mg/L) (mg/L) *)
0,050 0,717 106,0
0,100 0,769 105,5
o 0,250 0,922 103,4
Metilamina 0,664 0,500 1171 1015 102,9
1,000 1,662 99,8
2,500 3,185 100,8
0,050 0,120 105,4
0,100 0,172 105,2
T 0,250 0,321 101,7
Dimetilamina 0,067 0,500 0.555 97,5 99,7
1,000 1,015 94,8
2,500 2,407 93,6
0,050 1,329 1245
0,100 1,360 93,4
. 0,250 1,542 110,3
Etilamina 1,266 0,500 1.807 108.2 106,4
1,000 2,303 103,6
2,500 3,721 98,2
0,010 0,062 90,9
0,025 0,077 95,8
e e 0,050 0,101 95,8
Dietilamina 0,053 0,100 0.148 94.4 93,8
0,250 0,287 93,4
0,500 0,517 92,7
0,010 0,014 138,2
0,025 0,032 128,1
. 0,050 0,054 108,9
Propilamina nd 0,100 0.102 102.3 112,4
0,250 0,245 98,0
0,500 0,496 99,2
0,010 0,014 89,7
0,025 0,030 98,5
o 0,050 0,055 - 99,7
Isopropilamina 0,005 0.100 0.106 101,0 98,3
0,250 0,254 99,5
0,500 0,512 101,4

nd ~- nio detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)

2 Para o cilculo da recuperacio, usou-se a seguinte férmula: Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x

100
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TABELA 6.8 (cont.)

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

MOSTO
. Teor Teor ~ . Recuperagio
T:: "/nlf)l al adicionado encontrado Recugz;agao média
g (mg/L) (mg/L) (%)
0,010 0,009 88,6
0,025 0,022 88,3
. 0,050 0,046 92,0
Butilamina nd 0,100 0,095 95.4 924
0,250 0,235 93,8
0,500 0,481 96,2
0,010 0,048 89,1
0,025 0,064 99,6
b 0,050 0,086 95,2
Isobutilamina 0,039 0,100 0137 98.6 95,9
0,250 0,278 95,8
0,500 0,523 96,9
0,010 0,009 90,2
0,025 0,025 101,7
o 0,050 0,049 98,0
Amilamina nd 0,100 0,095 94,8 97,9
0,250 0,251 100,3
0,500 0,512 1024
0,050 1,208 80,3
0,100 1,264 95,6
. 0,250 1,414 98,3
Isoamilamina 1,168 0,500 1,690 1045 94,9
1,000 2,127 95,9
2,500 3,541 94,9
0,010 0,135 199,9
0,025 0,144 107,0
. o 0,050 0,179 111,9 120,1
2-Metilbutilamina 0,117 0.100 0.224 107.0 (104,2)b
0,250 0,362 97,8
0,500 0,604 97,0
0,010 0,011 109,3
0,025 0,026 102,3
. 0,050 0,052 103,2
Hexilamina nd 0,100 0,103 102.8 105,8
0,250 0,263 105,4
0,500 : 0,560 112,0

nd — ndo detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)

* Para o cilculo da recuperagio, usou-se a seguinte férmula: Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x
100

® valor médio calculado sem entrar em consideragio com o primeiro valor
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TABELA 6.8 (cont.)

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

MOSTO
Teor inicial "Ijeor Teor Recuperagio? Recul?er.ag?lo
(mg/L) adicionado encontrado %) meédia
(mg/L) (mg/L) (o)
0,050 0,048 86,1
0,100 0,102 97,4
T 0,250 0,266 104,4
Pirrolidina 0,005 0,500 0.512 1015 97,8
1,000 0,999 99,4
2,500 2,456 98,0
0,010 0,009 91,8
0,025 0,025 99,2
NPT 0,050 0,051 101,1
Piperidina nd 0.100 0,100 100.2 98,0
0,250 0,249 ‘ 99,6
0,500 0,481 96,2
0,010 0,006 55,8
0,025 0,027 108,8
. 0,050 0,055 109,2
Morfolina nd 0.100 0.103 103.3 94,6
0,250 0,245 98,1
0,500 0,463 92,6
0,050 0,586 103,0
0,100 0,644 108,8
S 0,250 0,808 109,3
2-Feniletilamina 0,535 0,500 1,054 1040 105,2
1,000 1,575 104,0
2,500 3,091 102,2
0,010 0,026 95,3
0,025 0,039 91,3
L 0,050 0,060 88,6
1,3-Diaminopropano 0,016 0.100 0.104 , 88,3 93,8
0,250 0,268 100,5
0,500 0,510 98,8
0,100 1,626 146,6
0,250 1,701 88,5
. 0,500 1,945 93,2
Putrescina 1,479 1,000 2431 952 103,7
2,500 3,931 98,1
5,000 6,503 100,5

nd — nio detectado (considerado como 0 para os cilculos efectuados)

% Para o cilculo da recuperagio, usou-se a seguinte formula: Recuperagdo = [{teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x

100
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TABELA 6.8 (cont.)

VALORES OBTIDOS NO ENSAIO DE RECUPERAGAO EFECTUADO COM UMA AMOSTRA DE

MOSTO
. Teor Teor ~ . Recuperagio
Tz)r: 11/1112:)1 al adicionado encontrado Recugz;agao meédia
& (mg/L) (mg/L) %)
0,050 0,103 77,8
0,100 0,160 96,5
. 0,250 0,322 103,4
Cadaverina 0,064 0.500 0.577 1027 97,4
1,000 1,071 100,8
2,500 2,636 102,9
0,010 0,012 115,9
0,025 0,025 100,0
. 0,050 0,051 101,5
1,6-Diaminohexano nd 0.100 0,096 95,9 101,1
0,250 0,239 95,8
0,500 0,486 97,3
Tiramina — - — _ -—

nd — nio detectado (considerado como 0 para os calculos efectuados)

* Para o cilculo da recuperagio, usou-se a seguinte formula; Recuperagio = [(teor encontrado — teor inicial) / teor adicionado] x
100
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6.4.5. Comparagio de métodos

Atendendo ao facto da grande maiotia das amostras de mostos e de vinhos do Porto em
estudo que foram analisadas pelo método desctito neste capitulo, terem sido previamente analisadas
pela método apresentado no capitulo 4 (detivatizagio com anidrido heptafluorobutirico), foi possivel
fazer uma analise comparativa dos dois métodos para as aminas passiveis de ser analisadas por ambos
os métodos: 1,3-diaminopropano, puttescina, cadaverina, 2-feniletilamina e tiramina. Os resultados
obtidos sdo apresentados sob a forma de grifico, incluindo a linha de tendéncia obtida, a respectiva

equagio e o coeficiente de determinagio, nas Figuras 6.48 a 6.52.

1,3-Diaminopropano
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0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060 0,070 0,080 0,090 0,100

Teores (mg/L) obtidos pelo método do cloroformato de isobutilo

Figura 6.48. Correlagio entre os resultados obtidos na determinagdo dos teores de 1,3-diaminopropano em
amostras de vinhos e de mostos pelo método descrito neste capitulo (derivatizagdo com
cloroformato de isobutilo) e pelo método descrito no capitulo 4 (derivatizagio com anidrido
heptafluorobutirico).
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Putrescina
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Figura 6.49. Correlagio entre os resultados obtidos na determinagdo dos teores de putrescina em amostras de
vinhos e de mostos pelo método descrito neste capitulo (derivatizagdo com cloroformato de
isobutilo) e pelo método desctito no capitulo 4 (derivatizagio com anidrido heptafluorobutitico).

Cadaverina
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Figura 6.50. Cortelagio entre os tesultados obtidos na determinagio dos teores de cadaverina em amostras de
vinhos e de mostos pelo método descrito neste capitulo (derivatizagdo com cloroformato de
isobutilo) e pelo método descrito no capitulo 4 (derivatizagdo com anidrido heptafluorobutirico).
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2-Feniletilamina
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Figura 6.51. Correlagio entre os resultados obtidos na determinago dos teores de 2-feniletilamina em amostras
de vinhos e de mostos pelo método descrito neste capitulo (derivatizagio com cloroformato de
isobutilo) e pelo método descrito no capitulo 4 (detivatizagio com anidrido heptafluorobutirico).

Tiramina
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Figura 6.52. Correlagio entre os resultados obtidos na determinagido dos teores de tiramina em amostras de
vinhos e de mostos pelo método descrito neste capitulo (derivatizagio com cloroformato de
isobutilo) e pelo método descrito no capitulo 4 (detivatizagdo com anidrido heptafluorobutirico).
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6.5. Conclusdes

O método desenvolvido acabou por confirmar as excelentes caracteristicas apresentadas pelos
cloroformatos como reagentes detivatizantes de eleigio para a anélise de aminas por cromatografia
gasosa. As principais vantagens que pensamos serem merecedoras de um destaque especial, consistem

cm:

a) Possibilidade de se efectuar o processo de derivatizacio directamente sobre a amostra,

dispensando qualquer processo prévio de extraccio das aminas em estudo.

b) Possibilidade de se quantificar simultaneamente a grande maioria das aminas biogénicas
de interesse dos vinhos, incluindo compostos quimicamente muito diferentes no que

respeita a respectiva volatilidade.

¢) Excelente comportamento cromatogrifico dos detivados obtidos, o que confirma a

opinido da generalidade dos autores com trabalho nesta irea.

d) Excelentes niveis de sensibilidade, precisio e exactidio demonstrados nos ensaios de
validagdo efectuados para a generalidade dos compostos, pata 0s quais contribuiu a

escolha criteriosa efectuada dos padrdes internos a usar.

Em relagio aos métodos desctitos nos dois capitulos anteriores, é de salientar as vantagens
apresentadas pelo método aqui em andlise no que respeita 20 nimero de aminas passiveis de serem
determinadas em simultineo e 4 maior simplicidade na execugio laboratorial, o que permite atingir

rendimentos de trabalho muito superiores.

Tendo em conta as caractetisticas apresentadas, pensamos tratar-se de um método adequado
para se estabelecer como método de teferéncia para a anslise de aminas biogénicas no tipo de

mattizes em estudo.
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CAPITULO 6

ANEXO 1

ESPECTROS DE MASSA DOS DERIVADOS ISOBUTOXICARBONILICOS

(CARBAMATOS) DAS AMINAS BIOGENICAS ESTUDADAS
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METILAMINA
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PROPILAMINA
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Abundancia relativa (%)
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Abundancia relativa (%)

100

90

70

80

50

40

30

20

57

62

74

A

AMILAMINA

132

134

114

102

il g ]

144 1?8 172

1’ ily
70

80 90

M+=187

100 110 130 130

T T
140 1.”:0 160 1;0 11;0 180

132(M*56)
14M*-79)

i

noQ

57

; ! %
CH3'CH2'CH2'CH2*§CH2'§NH'CQ'O

130

‘CHy-CH{

i 57
74(+1H)

CHjs

172(M*15) 3

375



Capitulo 6 - Anexo 1

ISOAMILAMINA
Abundancia relativa (%)
100 57
20
80
70
50 132
130
50
40
a0 70
62 118
20 74 114
10 “ l 88 187
S O O S O
miz—~> 50 80 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
M+=187
132(M*-55)
114M*73) i
7 n
CHS\ ® /CH
,, CH-CHa2: CHz :NH- C +CH2-CHZ.-
CH3 720018 PO paemMaB) CH3
130 74(+1H)

376



Capitulo 6 - Anexo 1

2-METILBUTILAMINA
Abundangia reiativa (%)
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HEXILAMINA

Abundancia relativa {%)
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Nio conseguimos encontrar explicagio para o facto de ndo se encontrar no espectro qualquer ido

complementar do ido m/z 130 (m/z 70 ou 71), que é um dos mais abundantes, e, pelo contririo, se verificar a

57
74(+1H)

186(M*-15) CH3
130

presenga com uma intensidade razoével do ido m/z 85, correspondente 4 ruptura da ligagio C—N.

378



Capitulo 6 - Anexo 1

Abundancia relativa (%)
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DIETILAMINA
Abundancia relativa (%)
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1,3-DIAMINOPROPANO

Abundancia relativa (%)
100] 57, 58

90 101

80
70
144
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50 88

40

201
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N N R
miz-> T e 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
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CH3 O 14? 167¢ 1H) CH
N\ /.
,CH-CH;-O- C NH CHag- CHz CHz NH O CHz CHZ
3 {67 asomve 15) 3
130 117(+1H)1O1 1R

* Os ides m/z 58, m/z 74 e m/z 101 resultam, muito provavelmente, da perda da porgio terminal do respectivo
fragmento, correspondente 20 grupo derivatizante (m/z 101), com estabilizagio subsequente por captagio de

1 ou 2 dtomos de hidrogénio.
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1

Abundancia relativa (%)

100

57
90
80
70
704
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114
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401 98
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0
miz-> 60 80 100 120
M+= 288
O
CH3;

3

* Os ides m/z 70, m/z 88 e m/z 114 resultam, provavelmente, da perda da porgdo terminal do respectivo

fragmento, correspondente ao grupo derivatizante (m/z 101), com estabilizagio subsequente por capta¢io de

1 ou 2 atomos

Os fragmentos com m/z 70 (170) e 98, apresentam, provavelmente, uma estrutura ciclica com 4 dtomos de
carbono e um 4tomo de azoto, idénticas as apresentadas no espectro de massa do detivado da pirrolidina. Dai
o facto de o espectro de massa da [2Hg]putrescina (ver na pagina 391) ndio apresentar um ido com m/z 78 (+ 8
dalton provenientes dos 8 dtomos de deutério) mas antes, ides com intensidades relativas semelhantes, com
m/z 76 e m/z 77, um pouco 4 semelhanga com o observado para o isétopo octadeuterado da pirrolidina

(embora nesse caso apenas se observasse o ido m/z 77). Por outro lado, o referido composto apresenta um

PUTRESCINA

159

144

140 160

170

144 159(+1H) 170(-2H

187
215

215 (M‘ 73)
187‘(M+ 101)

,CHs

> CH-CH-O: C NH CHz CHz CHz CH: NH C:O CHy-CHX

i44

57 273 (M*15) CH3

is0 e

70

de hidrogénio.

98

iio com m/z 106, neste caso com a esperada diferenca de 8 dalton.
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CADAVERINA

Abundéncia relativa (%)
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229(M*- 73)
201(M* 101
O 184( ZH) ; O

CH3\ 168 173 CH3
_CH-CHy-0O- C NH- CHz-CHy- CHz CHz CH2 NH C O :CHy- CHZ-

CH 74(+1H) 287(M*- 15) 3
! : 100(-1H)

1=43(_1H) {30 118(+2H)

A exemplo do referido nos dois especttos anteriores, os ides m/z 84, m/z 100 e m/z 129 resultam,

provavelmente, da perda do grupo derivatizante (m/z 101) a partir dos ibes assinalados.
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1,6-DIAMINOHEXANO

Abundancia relativa (%)

100 57
90: 130
80 7
70 4
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3 74
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40 98
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82 .
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20 4 88
104 116 158 163171 215 243 316
k VRN 440 T O N
T T AL SR S T
miz--> 60 80 100 120 140 160 150 220 240 260 280 300 320 340
M+= 316
243(M' 73)
215(M*10D"_ |
CH O 171( 1H) !86 199(- IH) ; s CH
3 / 3
CH \CH CH»-O- C NH-CHy-CHs- CHz CHz CHz CHz NH C O CH2 CH
i fe | AGTD  s010M18) CH3
1‘53 143( 1H) i3

* A exemplo do referido para as outras diaminas, os ides m/z 98, m/z 116 e m/z 143 podem resultar da perda do

grupo derivatizante (m/z 101) a partir dos i&es assinalados.

Possivel estrutura do fragmento m/z 82 — CH2-CH2-CH2-CH-CN
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PIRROLIDINA
Abundancia relativa (%)
116
100
90
80
70 4
80
98
50 114
40 70
57
30 -
20 4
87
10
l 17
0 T 'II'I U ) t T+ 7 T T T T |I T T
me-> 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180
M+=171
116(M*55)
9a(n613) i
0t
P CH3
H i H 7
[ NGiorcHy CE
i CH3

* O facto do espectro de massa do isétopo [2Hg|pirrolidina (ver na pagina 392) apresentar um fragmento
correspondente com m/z 77 e nio 78, como setia de esperar atendendo 4 presenga de 8 4tomos de deutério,
indica-nos que a estabilizagio do fragmento devers ser conseguida 4 custa da perda de um itomo de
hidrogénio ligado a um dos atomos de carbono da estrutura ciclica, ficando este carregado positivamente,

enquanto o dtomo de azoto é protonado com um hidrogénio proveniente de outra porgio da molécula.

O ido m/z 87 deverd corresponder a um fragmento proveniente da fragmentagio do ido m/z 116 por ruptura

da estrutura heterociclica.
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Abundancia relativa (%)
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PIPERIDINA

Abundancia relativa (%)
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2-FENILETILAMINA

Abundancia relativa (%)
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* Para estrutura do iio m/z 104 ver texto no final.
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TIRAMINA

Abundancia relativa (%)
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.................................... 130 i -57

" O idio m/z 163 pode resultar da perda do grupo derivatizante (m/z 101) a partir do ido assinalado. O mesmo se
passa com os pares de ides m/z 220 / m/z 120 e m/z 208 / m/z 107, embora nesses casos os tenhamos

assinalado na figura.
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[’H,]METILAMINA
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HEPTILAMINA

Abundancia relativa (%)
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[’H,] PIRROLIDINA
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HIDROXIANFETAMINA

Abundancia relativa (%)
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Breve estudo dos espectros de massa apresentados

Na Tabela 6.A1.1 sio apresentados de forma esquemdtica, em termos de valores de m/z e da
respectiva intensidade relativa, os principais fragmentos dos espectros de massa das moléculas dos
derivados isobutoxicarbonilicos (carbamatos) usados para fins analiticos. De forma a facilitar a leitura,
dividiram-se os compostos em 5 grupos, cotrespondentes, respectivamente, a aminas alifiticas

primarias, aminas alifiticas secundarias, diaminas, aminas aliciclicas e aminas aromiticas.

Os aspectos que nos patecem mais relevantes nos espectros obtidos resumem-se nos -

seguintes pontos:

1. A presenca do ido molecular é comum 2 generalidade dos compostos, embora com uma
intensidade relativa pequena, geralmente inferior a 10 %. As excepgoes correspondem as
aminas primérias de mais baixa massa molecular — metilamina, etilamina, propilamina e
isopropilamina — nas quais ndo se conseguem observar os respectivos ides moleculares, e
a motfolina e 2-feniletilamina, que apresentam ides moleculares com intensidade relativa

superior a 10 %, com particular evidéncia para a dltima (35 %).
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TABELA 6.A1.1

PRINCIPAIS IOES DOS ESPECTROS DE MASSA DOS DERIVADOS ISOBUTOXICARBONILICOS
DAS AMINAS BIOGENICAS ESTUDADAS

Amina MM [M*] IlioBase M-15 M-55 M-57 M-73 M-101 M-173 Outros ides importantes
Metilamina 31 131() 76 116(1)  76(100)  74(5)  58(99)  30() - 56(14), 57(12), 88(8), 101(2)
Etilamina 45 1450 90 130(6)  90(100)  88(9)  T2(74)  44(d) - 57(26), 56 (11), 88(9), 74(7)
Propilamina 50 159() 104 144(1)  104(100) 102(9)  86(39)  58(8) - 57(80), 130(47), 74(8)
Isopropilamina 59  159(:) 144  144(100) 104(60) 102(11) 86(57)  58(13) - 57(99), 88(22), 62(13)
Butilamina 73 17303 57 158(1)  118(70)  116(5)  10020)  72(2) - 130(41), 74(9), 62(8), 88(4)
Isobutilamina 73 1735 57 158(3) 118(34) 116(3)  100(11)  72(2) - 130(63), 62(6), 102(5)
Amilamina 87  187(5) 57 172(1)  132(99)  130(80) 114(18)  B86(2) - 71(33), 74(11%);(?;(1 3), 88(5),
Isoamilamina 87  187(8) 57 172(1)  132(56) 130(56) 114(17)  86(1) - 70(29), 71(27), 62(21), 118(21),
74(18), 88(8)
2-Metilbutilamina 87  187(8) 57 1721y 13231)  130(89) 114(10)  86(1) - 71(24), 124(12), 62(9), 106(8),
102(4), 158(3)
Hexilamina 101 201(6) 57 186(1)  146(90) 144(11) 128(13)  100(4) - 130(72), 85(23), 74(17), 62(13)
Dimetilamina 45 1452 90 - 90(100)  88(11)  72(86)  44(a) - 57(31)
Dietilamina 73 1739 57 158(24)  118(58) 116(30) 100(41)  72(32) - 58(65), 102(46)
1,3-Diaminopropano 74  274(8) 58 259(1) - - 201(16)  173(15)  101(86)  57(97), 144(62), 88(47), 74(30)
157(14), 130(10)
Putrescina 88 288(8) 57 273(1) - - 21521)  187(26) 115(33) 70(72), 170(71), 114(52), 74(46)
130(46),104(39), 98(37),159(26)
Cadaverina 102 302(9) 57 287(2) - - 229(20)  201(15) 129(72) 84(78), 130(76), 74(51), 128(46)
143(34),118(30),116(24),184(20)
1,6-Diaminohexano 116  316(6) 57 301(1) - - 243(8)  215(8)  143(45) 130(88), 74(54), 98(37), 55(31),
186(21)
Pirrolidina 7171R) 116 - 116(100) 114(48)  98(53)  70(36) - 57(30), 115(26), 55(28), 56(28),
87(11)
Piperidina 85 185(4) 128 - 130(56) 128(100) 112(30)  84(38) - 129(42), 57(31), 69(15), 56(15),
114(12)
Morfolina 87 187(12) 57 172(4)  132(19)  130(34) 114(42)  86(25) - 116(48) ,131(35), 56(38), 88(34)
70(30), 101(9)
2-Feniletilamina 121 221(35) 130 206(1)  166(2)  164(7)  148(18)  120(4) - 57(78), 104(70), 91(59), 105(47),
65(16), 77(14)
Tiramina 137 3372 120 322(1) - - 264(1) - 164(5) 107(55), 57(30), 121(26),130(14)

176(12), 91(10), 163(5), 237(5)

Entre paréntesis sio apresentadas as percentagens relativas do respectivo ido

2 - nfo registado
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2. O ido base cotresponde em mais de metade dos casos ao fragmento m/z 57, cuja massa
cortesponde 20 grupo isobutilo proveniente do cloroformato usado como derivatizante.
Nos casos em que o referido i3o nio é o de maior intensidade no espectro, apresenta
geralmente uma intensidade relativa elevada. Os tnicos detivados que apresentam para
este 40 intensidades relativas inferiores a 30 % correspondem as duas aminas de massa
molecular mais baixa - metilamina (12 %) e etilamina (26 %). Na dimetilamina e nas
aminas aliciclicas pirrolidina e piperidina o referido iio apresenta também uma
intensidade relativa baixa mas ainda bastante significativa, da ordem dos 30 %. O facto
deste ido ser caracteristico da grande maioria dos cloroformatos mostrou ser
desaconselhdvel o seu uso para fins quantitativos, dada a pouca especificidade

manifestada.

3. O padrio geral de fragmentagio observado tem a sua génese na presenga da funcio
catbamato [R-NH—-CO-O-Isobutilo], a qual apresenta pontos de ruptura ao nivel de
todas as suas ligagdes mais importantes, com a natural excepgio da dupla ligacio
carbonilica. Adicionalmente, é de realcar a ocorréncia de fragmentagio por ruptura da
ligagio C—C a nivel do carbono ., ruptura essa caracteristica dos compostos aminados,
como ji foi assinalado anteriormente a propésito dos espectros de massa dos derivados

heptafluorobutiricos. Assim, temos:

3.1.A ruptura da ligagio O-Isobutilo d4 origem ao fragmento m/z 57, caracteristico do
grupo isobutilo, cuja importancia foi ja assinalada no ponto 2. O fragmento resultante
da restante porgdo da molécula pode apresentar o valor de M*-57 ou de M+-55,
predominando este dltimo na maioria dos compostos, nomeadamente em todas as
aminas alifiticas, primarias e secundarias, e na pirrolidina. A formacdo do fragmento
M*-55 deverd resultar, em nossa opinido, de uma dupla protonagio do fragmento
original, o qual ficari com a seguinte estrutura;

+,0H

R-NH-C
NOH

No espectro da 2-feniletilamina o fragmento M+-57 ¢ ligeiramente mais intenso do que

o fragmento M*-55 (embora ambos apresentem reduzida intensidade relativa), o mesmo
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acontecendo no caso das aminas aliciclicas motfolina e piperidina; neste ultimo

composto o fragmento M*-57 constitui mesmo o ido base do respectivo espectro.

Nos compostos que sio resultado de uma dupla derivatizagio — diaminas e tiramina —

nota-se a auséncia destes fragmentos.

3.2.A ruptura da ligagio CO—O di origem a fragmentos de m/z M*-73 e a fragmentos de

m/z T4. Os primeiros, que se podera afirmar que apresentam a estrutura de isocianatos
[R—N—CO)] sio comuns a todos os compostos estudados, apresentando nalguns casos
uma intensidade relativa muito elevada. O fragmento m/z 74 pode ser observado em
muitos dos espectros, sendo resultado, naturalmente, da protonagio do grupo

[Isobutilo—O].

3.3.A ruptura da ligagio NH-CO, a qual ¢ resultante da prépria reaccio de derivatizagio,

di origem a fragmentos de m/z M*-101. Estes fragmentos sio comuns a todos os
compostos estudados, com excepgio da tiramina, apresentando uma intensidade relativa
digna de registo no caso das diaminas, das aminas aliciclicas, da dietilamina (nio foi
registado no caso da dimetilamina, pois o seu valor de m/z, neste caso, é de 44) e
também da propilamina e da isopropilamina. A restante por¢io da molécula,
correspondente a0 grupo derivatizante, dd origem a pequenos fragmentos de m/z 102
visiveis na generalidade dos espectros, resultantes da respectiva protonagao. A sua
pequena intensidade, porém, leva a crer que 0s mesmos serdo alvo de uma fragmentagao

posterior, provavelmente com safda do grupo CO; e formagio do fragmento m/z 57.

Nos compostos que sio tesultado de uma dupla derivatizagio — diaminas e tiramina —
é visivel a presenca de fragmentos correspondentes a m/z M*-173, os quais tém a sua
otigem na dupla perda de 101 e de 73, com posterior protonagao. Nas diaminas esses

fragmentos apresentam intensidades relativas muito elevadas.

3.4.0s fragmentos resultantes da ruptura da ligagio R—NH correspondentes a m/z M+-

116, também sdo comuns a grande maioria dos compostos, embora de uma forma nio

tio clara como alguns dos fragmentos anteriormente referidos.
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No caso das aminas alifiticas primérias podem observar-se importantes fragmentos
deste tipo na amilamina, na isoamilamina e na 2-metilbutilamina — m/z 71 — e na
hexilamina — m/z 85. Na butilamina e na isobutilamina o fragmento em causa
corresponde ao grupo isobutilo — m/z 57 — ji de si resultante da fragmentacio da
porgdo da molécula proveniente do grupo derivatizante e que corresponde ao ido base (a
intensidade deste resultard provavelmente do somatério dos fragmentos m/z 57

provenientes das duas extremidades da molécula).

Nas aminas de cadeia carbonada mais curta o referido fragmento, a existir, nio poderia

ser detectado devido a apresentar um m/z inferior a 50.

Nas diaminas, o referido fragmento m/z M*-116 é visivel no 1,3-diaminopropano, m/z
157 (rearranjo com perda de 1 dtomo de H), na putrescina, m/z 170 (rearranjo com
perda de 2 dtomos de H), na cadaverina, m/z 184 (reartanjo com perda de 2 dtomos de
H) e na 1,6-hexanodiamina, m/z 199 (teatranjo com perda de 1 dtomo de H). Os 4dtomos
de hidrogénio que estdo na base destes rearranjos sio dtomos da estrutura carbonada
das diaminas, de acordo com as indicagdes dadas pelo espectro da [Hsgjputrescina, que
apresenta um fragmento similar com m/z 176, ou seja, com apenas 6 4tomos de
deutério. Nos espectros de massa das diaminas é também visivel a presenga de
fragmentos com uma diferenca de -100 m/z em relacio aos fragmentos acima descritos,
provavelmente em resultado da postetior perda de uma porcio correspondente 2o
grupo derivatizante (m/z 101) com rearranjo por adi¢io de um atomo de hidrogénio. No
caso da putrescina o refetido fragmento tem m/z 70 (76 no caso do isétopo deuterado) e
constitui juntamente com o fragmento m/z 170, um dos mais importantes do respectivo
espectro; no caso da cadaverina, temos o fragmento m/z 84 e no caso da
1,6-diaminohexano o fragmento m/z 98 (-101). No caso do 1,3-diaminopropano, o
fragmento em causa é muito provavelmente o correspondente a m/z 58 (M*-116-100),

que € precisamente o i3o base do respectivo espectro.

Nas aminas com anel aromatico, 2-feniletilamina e tiramina, dois dos mais importantes

fragmentos observados, m/z 104 e m/z 120 (ido base) respectivamente, tesultam
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também, muito provavelmente, da ruptura da ligagio R—NH com perda de 1 dtomo de

hidrogénio, pelo que as estruturas provaveis s3o as seguintes:

m/z 104 m/z 120

+ +

CH=CHj, HO CH=CHy
2-Feniletilamina Tiramina

De salientar que o mesmo fragmento m/z 104 foi j referido a propésito do espectro de

massa do derivado heptafluorobutitico da 2-feniletilamina (capitulo 4).

3.5.A ocorréncia de fragmentagio por ruptura da ligagio C—C a nivel do carbono a (em
relacio ao atomo de azoto), acima salientada como caracteristica dos compostos
aminados, da lugar a um fragmento m/z 130, visivel na grande maiotia dos espectros
estudados, com uma intensidade relativa geralmente elevada. No caso da 2-feniletilamina
trata-se mesmo do fragmento cotrespondente ao ido base. As excepgdes correspondem
3 metilamina e A dimetilamina, que nio possuem essa ligagio, a pirrolidina, onde os
4tomos de carbono em questdo estdo incluidos numa estrutura ciclica e  dietilamina ¢ 2
isopropilamina, onde a ruptura da ligagio dé lugar ndo a um fragmento m/z 130 mas

antes a fragmentos m/z 158 e m/z 144, respectivamente.

No caso das diaminas, é visivel ndo s6 a presenga do ido m/z 130, embora com uma
intensidade muito varidvel, como a presenga de um ifo correspondente A restante
porgio da molécula: m/z 144 para a 1,3-diaminopropano, m/z 159 (+1H) para a
putrescina, m/z 172 para a cadaverina e m/z 186 para a 1,6-diaminohexano. O mesmo
acontece com a 2-feniletilamina e com a tiramina, que apresentam ides com grande
intensidade com m/z 91 e m/z 107, respectivamente (neste ltimo caso o fragmento m/z

107 corresponde a M*-130-100).

3.6.Finalmente, como se pode observar na Tabela 6.A1.1, é caracteristica nos espectros
estudados a presenga de um ido de pequena intensidade correspondente ao fragmento

M+-15 (perda de um grupo metilo), o qual assume muitas vezes uma grande importancia
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para, em conjunto com o ido moleculat, permitit uma correcta identificacio do
composto em questao. Esse fragmento apenas nio é visivel nos derivados obtidos a
partir de uma amina secundéria, a dimetilamina, e de duas aminas aliciclicas, a pirrolidina
e a piperidina, por razdes estruturais que nio conseguimos elucidar. Pelo contririo,
assume particular relevincia no caso da isopropilamina, onde constitui o iio base, e no

caso da dietilamina, onde apresenta uma intensidade relativa de 24 %.

Uma questio pertinente que se poderia colocar é se a formacio do referido fragmento
M*-15 tem sempre lugar por saida de um grupo metilo da porgio terminal do grupo
isobutilo do agente derivatizante. A resposta é negativa. Com efeito, embora nalguns
dos compostos a perda do grupo metilo seja obviamente, por razdes estruturais, nessa
porgdo terminal da molécula — caso das diaminas e da 2-feniletilamina, por ex. — a
andlise do espectro de massa correspondente a0 is6topo deuterado da etilamina mostra
a presenca de um fragmento M*-18 (m/z 132) e nio de um fragmento M*-15, prova de
que a fragmentagdo se dé, nesse caso, na outra extremidade da molécula. Ja no caso do
espectro de massa correspondente 20 isétopo deuterado da etilamina passa-se o
contririo, ou seja, obtém-se um ifo correspondente ao fragmento M*-15 (m/z 119) e
nio M+-18. A justificagio para esta diferenca resulta provavelmente do facto de no caso
da etilamina, a fragmentagio que verificimos ser preferencial se dar ao nivel do carbono
, num ponto da molécula que, como assinalimos acima, é de particular fragilidade.
Essa mesma particularidade serve para justificar a grande intensidade do fragmento
M*-15 verificada nos espectros da isopropilamina e da dietilamina, pois também nesses

dois casos, e s6 nesses, cotresponde a rupturas 20 nivel do carbono a.

Nota: Para o estudo apresentado sobre os espectros de massa dos derivados isobutoxicarbonilicos

obtidos, as principais fontes bibliograficas usadas foram:

Huang, Z.-H., Wang, J., Gage, D.A., Watson, ].T., Sweeley, C.C., Husek, P., Characterization of N-ethoxycarbonyl
ethyl esters of amino acids by mass spectrometry. J. Chromatography, 635, 271 (1993).

Kitson, F.G., Latsen, B.S., McEwen, C.N., Gas Chromatography and Mass Spectrometry — A Practical Guide
(editado pela Academic Press, Londres) (1996).

McLafferty, F.W., Turedek, F., Interpretation of Mass Spectra, 4* edigio (editado pela University Science Books,
M. Valley, CA) (1993).

401



Capitulo 6 - Anexo 1

RreTal
vl



Capitulo 6 - Anexo 2

CAPITULO 6

ANEXO 2

CURVAS DE RECUPERAGAO DAS AMINAS BIOGENICAS ESTUDADAS

REFERENTES A AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO E DE MOSTO
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Teor obtido (mg/L)

Teor obtido (mg/L)
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Dimetilamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
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Teor obtido (mg/L)

Teor obtido (mg/L)
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Dietilamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
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Propilamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
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Isopropilamina - Recuperagéo (Vinho do Porto)
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Teor obtido (mg/L)

Teor obtido (mg/L)
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Isobutilamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,010 mg/L
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Teor obtido (mg/L)
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Isoamilamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
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Teor obtido (mg/L)

Teor obtido (mg/L)
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Hexilamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
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Teor obtido (mg/L)
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Piperidina - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,004 mg/L
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Teor obtido (mg/L)
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1,3-Diaminopropano - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,007 mg/L
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Teor obtido (mg/L)

Teor obtido (mg/L)
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Cadaverina - Recﬁperagﬁo (Vinho do Porto)
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Teor obtido (mg/L)

Teor obtido (mg/L)
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2-Feniletilamina - Recuperagio (Vinho do Porto)
Teor inicial: 0,281 mg/L
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7.1. Introdugio

Como afirmado nos capitulos introdutétios, o desenvolvimento das metodologias analiticas
detalhadamente referidas nos capitulos precedentes teve como objectivo principal a sua aplicacio ao

estudo da presenga de aminas biogénicas em vinhos do Porto e nos mostos usados na sua elaboracio.

No caso dos mostos, foram estudadas, durante trés anos consecutivos, amostras
tepresentativas das cinco castas mais usadas na elaboracio de vinho do Porto — Touriga Nacional,

Touriga Francesa, Tinta Rotiz, Tinta Barroca e Tinto Cio.

No caso dos vinhos, foram estudados vinhos monovarietais recém-vinificados, elaborados a
partir dos mostos atris referidos, e vinhos envelhecidos, representativos dos dois principais tipos de

vinho do Porto: "Tawnies" e "Vintages".
O trabalho realizado teve como objectivos:

1. Verificar a contribuigio dos mostos usados como matéria-prima nos teores de aminas

biogénicas observados nos vinhos.
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2. Verificar a possfvel existéncia de variagdes significativas entre as diversas castas e/ou

entre as diferentes colheitas, no que respeita a presen¢a de aminas biogénicas.

3. Verificar a composi¢io em aminas biogénicas de vinhos monovarietais recém
vinificados e, de igual forma, a possivel existéncia de variages significativas entre as

diversas castas e/ou entre os diferentes anos de colheita.

4. Estudar o processo evolutivo (formagio/degradacio) de aminas biogénicas ao longo
do processo de envelhecimento dos vinhos do Porto, tanto em garrafa (meio redutor)

como em vasilhame de madeira (meio oxidativo).

Neste capitulo iremos abordar o trabalho realizado com mostos e com vinhos monovarietais.
O estudo referente ao comportamento das aminas biogénicas 20 longo do envelhecimento dos

vinhos sera referido no capitulo seguinte.

7.2. Aminas biogénicas em mostos representativos das cinco castas mais usadas na
elaboragdo de vinho do Porto: Touriga Nacional, Touriga Francesa, Tinta Roriz,
Tinta Barroca e Tinto Cao

7.2.1. Caracterizagio das amostras

De acordo com um protocolo firmado com uma empresa produtora de Vinho do Porto,
recolheram-se numa quinta do Douro, durante trés anos consecutivos — 1996 a 1998 — no momento
da vindima, amostras de uvas representativas das cinco castas mais usadas na elaboragdo de vinho do
Porto: Touriga Nacional, Touriga Francesa, Tinta Roriz, Tinta Barroca e Tinto Cdo. Nos dois
primeiros anos, colheram-se, de algumas castas, distintas amostras referentes a diferentes parcelas do
terreno, tendo-se optado, no ultimo ano, por fazer apenas uma Gnica amostragem por cada casta. As
amostras eram constituidas por aproximadamente 5 kg de uvas em bom estado de conservagio, tendo

sido transportadas para o laboratério em arcas térmicas, em sacos de plastico envoltos em gelo.

De cada amostra obteve-se de imediato, em escala laboratorial, cerca de 1 litro de mosto, por

prensagem numa prensa de Cold ap0s desengace praticamente total. O mosto assim obtido foi
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acondicionado em duas embalagens de 500 ml, adicionado de conservante (100 mg/L de azida

sodica) e colocado de imediato em arca frigorifica a -20 °C, até a0 momento da analise.

No momento da anilise, procedeu-se a descongelagio de cada amostra por colocagio da
embalagem em dgua 4 temperatura ambiente (cerca de 20 °C), homogeneizou-se por forte agitacio

manual e retirou-se de imediato a quantidade necessaria, voltando a congelar-se o restante.

Para além da determinagio do teor de aminas biogénicas, as amostras foram caracterizadas no
que respeita a0 seu pH e a sua constitui¢io em 4cidos orginicos. Para a determinagio dos acidos
organicos usou-se uma nova metodologia desenvolvida no 4mbito de um trabalho de dissertacio de
Mestrado co-orientado pelo autor desta dissertagio [Cunha, 2000]. Para 14 de duas publicagdes
referentes & aplicagio da referida metodologia a outro tipo de matrizes, a sua aplicacio a mostos e
vinhos do Porto, baseada fundamentalmente no trabalho efectuado com as amostras aqui em estudo
foi, entretanto, alvo especifico de uma publicagio que se encontra neste momento em fase de
impressdo [Cunha ef 4/, 2001]. Resumidamente, o método baseia-se na derivatizacio dos acidos com
O-(4-nitrobenzil)-N,N*diisopropilisourea (1 hora, a 80 °C, na presenga de dioxano) e na separagdo
dos derivados obtidos numa coluna Cig e subsequente detecgio por UV a 265 nm. A preparacio da
amostra resume-se a um contacto durante 15 minutos com uma resina de troca catidnica, essencial
para a total protonagdo dos dcidos e para a eliminagio de catides interferentes em virtude da sua
capacidade de quelatagio de alguns dos 4cidos. A mesma tresina é usada no final para remogio do
excesso de reagente detivatizante, que fica irreversivelmente ligado ao suporte sulfénico da mesma.
Outros pormenores relevantes do método em questio, nomeadamente os relacionados com o
equipamento e os reagentes usados, foram referidos no capitulo 3. Os resultados obtidos para o pHe

pata os 4cidos organicos sio apresentados na Tabela 7.1.
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TABELA 7.1

pH E TEORES' DE ACIDOS NAS AMOSTRAS DE MOSTOS ESTUDADAS

pH Acético Citrico Lactico Malico Succinico  Tartérico
Touriga Nacional
1996 a 3,14 n.d. 0,354 0,201 1,688 nd 5,514
1996 b 3,28 0,040 0,242 0,270 2,738 nd 4,792
1996 ¢ 3,93 0,314 0,314 0,195 2,682 nd 3,601
1996 d 3,1 0,245 0,245 0,147 1,988 nd 3,328
1997 a 3,91 0,248 0,581 0,094 1,362 nd 4,097
1997 b 3,80 0,320 0,405 0,068 2,384 nd 3,506
1998 4,16 0,373 0,500 0,201 2,462 nd 3,027
Touriga Francesa
1996 a 342 0,111 0,767 0,223 1,806 nd 3,526
1996 b 3,44 0,089 0,792 0,178 1,770 nd 3,008
1997 a 3,55 0,208 0,284 0,131 1,401 nd 2,068
1997 b 3,98 0,069 0,500 0,194 1,931 nd 2,896
1997 ¢ 3,38 0,300 0,510 0,177 2,892 nd 4,554
1998 3,95 0,180 0,419 0,386 2,189 nd 3,745
Tinta Barroca
1996 3,65 0,063 0,904 0,248 3,263 nd 2,832
1997 4,25 0,176 0,729 0,311 3,959 nd 2,878
1998 3,95 0,207 0,368 0,342 2,448 nd 4,205
Tinta Roriz
1996 3,51 nd 0,173 0,143 1,748 nd 2,063
1997 a 4,22 0,198 0,320 0,330 1,721 nd 3,496
1997 b 3,84 nd 0,417 0,326 2,966 nd 3914
1998 3,80 nd 0,512 0,184 3,611 nd 2,785
Tinto Cio

1996 a 4,07 0,042 0,482 0,314 3,553 nd 2,109
1996 b 3,97 nd 0,421 0,224 4,434 nd 2,168
1996 ¢ 3,87 nd 0,493 0,201 3,870 nd 2,499
1998 3,82 na na na na na na

¥ Teores em g/L
nd - nio detectado
na - nio analisado
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7.2.2. Resultados obtidos

Os resultados obtidos para o teor das diversas aminas biogénicas nas diferentes amostras de
mosto analisadas sdo apresentados na Tabela 7.2. Todas as amostras foram sujeitas, em tempos
diferentes, as trés metodologias analiticas desenvolvidas. No caso das diaminas (1,3-diaminopropano,
putrescina e cadaverina) e da 2-feniletilamina apresenta-se a média dos resultados obtidos pelo

método do anidrido heptafluorobutirico e pelo método do cloroformato de isobutilo.

Na Tabela 7.2 as amostras estio agrupadas pelas cinco castas estudadas, sendo apresentadas
para cada casta e para cada amina a respectiva média dos resultados obtidos. De forma a facilitar a
interpretagdo dos resultados, apresenta-se na Tabela 7.3 a média dos resultados obtidos por ano de

colheita.
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TABELA 7.2

AMINAS BIOGENICAS — RESULTADOS* OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE MOSTOS

MA DMA EA DEA IPA IBA 2-MBA IAA PIR

Touriga Nacional
1996 a 0,997 0,090 0,989 0,057 0,013 nd 0,020 0,147 0,008
1996 b 0,783 0,076 0,653 0,012 0,010 nd 0,020 0,142 0,006
1996 ¢ 0,438 0,080 0,441 0,059 0,003 nd 0,016 0,005 0,006
1996 d 0,412 0,070 0,662 0,012 0,003 nd 0,017 0,033 0,004
1997 a 0,774 0,106 2,250 0,010 0,007 0,034 0,081 0,473 0,011
1997 b 0,706 0,067 1,597 0,015 0,005 0,032 0,076 0,097 0,007
1998 0,362 0,116 1,249 0,072 0,002 0,002 0,051 0,291 0,008
Média 0,639 0,086 1,120 0,034 0,006 0,010 0,040 0,170 0,007

Touriga Francesa
1996 a 0,507 0,102 1,565 0,022 0,003 0,006 0,040 0,543 0,006
1996 b 0,451 0,086 1,140 0,022 0,003 0,003 0,024 0,063 0,006
1997 a 0,512 0,077 1,143 0,010 0,007 0,021 0,066 0,139 0,005
1997 b 0,586 0,103 0,795 0,011 0,003 0,008 0,030 0,293 0,008
1997 ¢ 0,798 0,07 3,071 0,011 0,007 0,004 0,037 0,329 0,006
1998 0,768 0,090 2,410 0,008 0,002 0,014 0,044 0,333 0,008
Média 0,604 0,092 1,687 0,014 0,004 0,009 0,040 0,283 0,007

“ Teores em mg/L
nd — nio detectado
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TABELA 7.2 (cont.)

AMINAS BIOGENICAS — RESULTADOS* OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE MOSTOS

1,3-DAP PUT CAD EPMD EPM 2-FEA TIR HIST Total

Touriga Nacional
1996 a 0,014 2,210 0,100 2,311 0,545 0,068 0,039 0,138 7,746
1996 b 0,013 1,582 0,092 2,290 0,438 0,044 nd 0,054 6,215
1996 ¢ 0,012 1,059 0,071 1,900 0,282 0,023 nd 0,113 4,505
1996 d 0,030 2,152 0,109 2,632 0,856 0,028 nd 0,086 7,106
1997 a 0,036 3,141 0,115 7,899 3,738 0,281 0,023 0,082 19,061
1997 b 0,029 2,834 0,133 4,866 2,093 0,327 0,016 0,067 12,967
1998 0,032 3,867 0,262 1,234 0,182 0,102 nd 0,043 7,875
Meédia 0,024 2,406 0,126 3,305 1,162 0,125 0,011 0,083 9,354

Touriga Francesa

1996 a 0,011 2,601 0,460 1,316 0,044 0,059 nd 0,121 7,406
1996 b 0,009 2,832 0,440 0,895 0,035 0,043 nd 0,140 6,192
1997 a 0,014 2,194 0,219 2,250 0,225 0,375 0,011 0,109 7,377
1997 b 0,015 2,707 0,723 0,989 0,067 0,087 ad 0,105 6,530
1997 ¢ 0,010 2,089 0,276 2,011 0,206 0,312 0,038 0,036 9,332
1998 0,020 2,896 0,234 3,198 0,653 0,189 nd 0,059 10,926
Média 0,013 2,553 0,392 1,777 0,205 0,178 0,008 0,095 7,961

* Teores em mg/L
nd — nio detectado
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TABELA 7.2 (cont.)

AMINAS BIOGENICAS — RESULTADOS® OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE MOSTOS

MA DMA EA DEA IPA IBA 2-MBA IAA PIR
Tinta Barroca
1996 0,349 0,094 1,177 0,030 0,024 nd 0,022 0,090 0,006
1997 0,664 0,067 1,266 0,053 0,005 0,039 0,117 1,168 0,005
1998 0,388 0,061 1,100 0,011 0,002 nd 0,016 0,025 0,005
Média 0,467 0,074 1,181 0,031 0,010 0,013 0,052 0,428 0,005
Tinta Roriz
1996 0,246 0,041 0,322 0,009 0,002 nd 0,016 0,022 0,003
1997 a 0,596 0,072 3,211 0,011 0,002 0,038 0,092 0,508 0,009
1997 b 0,943 0,058 4,547 0,011 0,003 0,010 0,032 0,465 0,006
1998 0,580 0,048 0,337 0,009 0,001 nd 0,016 0,000 0,005
Média 0,591 0,055 2,104 0,010 0,002 0,012 0,039 0,250 0,006
Tinto Cido
1996 a 0,600 0,071 1,674 0,010 0,002 0,009 0,032 0,153 0,005
1996 b 0,602 0,091 0,576 0,008 0,002 nd 0,018 0,027 0,003
1996 ¢ 0,732 0,090 1,523 0,009 0,002 0,004 0,032 0,456 0,005
1998 0,764 0,058 1,182 0,009 0,009 nd 0,018 0,009 0,003
Média 0,675 0,078 1,239 0,009 0,004 0,003 0,025 0,161 0,004

* Teores em mg/L
nd — nio detectado
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TABELA 7.2. (cont.)

AMINAS BIOGENICAS — RESULTADOS® OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE MOSTOS

1,3-DAP PUT CAD EPMD EPM 2-FEA TIR HIST Total

Tinta Barroca

1996 0,011 3,310 0,587 0,688 0,136 0,071 0,018 0,102 6,715
1997 0,014 1,485 0,069 2,289 0,395 0,486 0,015 0,131 8,268
1998 0,017 4,150 0,070 3,501 0,847 0,020 nd 0,077 10,290
Média 0,014 2,982 0,242 2,159 0,459 0,192 0,011 0,103 8,424
Tinta Roriz
1996 0,011 1,075 0,074 1,579 0,109 0,103 nd 0,017 3,539
1997 a 0,038 3,695 0,236 3,036 0,232 0,271 0,013 0,028 12,088
1997 b 0,084 7,254 0,263 2,070 0,202 0,094 nd 0,024 16,066
1998 0,023 1,979 0,073 1,795 0,201 0,030 nd 0,026 5,129
Média 0,039 3,501 0,162 2,120 0,186 0,102 0,003 0,024 9,206
Tinto Cio
1996 a 0,019 4,671 0,030 1,236 0,288 0,102 0,066 0,054 9,022
1996 b 0,011 1,700 0,030 1,780 0,285 0,022 0,071 0,047 5,273
1996 ¢ 0,016 3,900 0,034 1,840 0,409 0,110 0,067 0,078 9,307
1998 0,024 4,433 0,025 2,504 0,183 0,014 nd 0,054 9,289
Média 0,018 3,676 0,030 1,840 0,291 0,062 0,051 0,058 8,223

* Teores em mg/L
nd — nio detectado
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TABELA 7.3

AMINAS BIOGENICAS

RESULTADOS' MEDIOS OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE MOSTOS POR ANO DE COLHEITA

MA DMA EA DEA IPA IBA 2-MBA IAA PIR
1996 0,556 0,081 0,975 0,023 0,006 0,002 0,023 0,153 0,005
1997 0,697 0,080 2,235 0,017 0,005 0,023 0,066 0,434 0,007
1998 0,572 0,075 1,256 0,022 0,003 0,003 0,029 0,133 0,006

1,3-DAP  PUT CAD EPMD EPM 2-FEA TIR HIST TOTAL

1996 0,014 2,463 0,184 1,679 0,312 0,053 0,024 0,086 6,639
1997 0,030 3,175 0,254 3,176 0,895 0,279 0,015 0,073 11,461
1998 0,023 3,465 0,133 2,446 0,413 0,071 0 0,052 8,702

* Teores em mg/L
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7.2.3. Discussio dos resultados

Da leitura dos resultados obtidos parece-nos ser de salientar os seguintes aspectos:

1. Encontraram-se nos mostos 17 das 22 aminas estudadas. As excepgdes corresponderam 2
propilamina, 2 butilamina, 4 piperidina, 4 morfolina e 4 1,6-diaminohexano, que nio foram

encontradas em nenhuma das amostras estudadas.

2. O somatério dos teores das 17 aminas biogénicas encontradas nas 24 amostras de mostos

estudadas variou entre 4,505 e 19,061 mg/L, com um teor médio global de 8,676 mg/L.

Os teores médios obtidos para cada casta apresentaram-se extremamente homogéneos,
com um méximo de 9,354 mg/L para a casta T. Nacional e um minimo de 7,961 mg/L

para a casta T. Francesa.

No que respeita a0s trés anos em estudo, verificou-se uma maior diferenciacio; as
amostras correspondentes a 1997 apresentaram um teor médio de 11,461 mg/L
(encontrando-se aqui as 5 amostras com teores mais elevados), enquanto as amostras de
1998 apresentaram um teor médio de 8,702 mg/L e as de 1996 um teor médio de 6,639

mg/L (incluindo-se neste ano 5 das 6 amostras com mais baixos teores).

3. De entre as 17 aminas encontradas, a putrescina e a espermidina apresentaram-se como as

mais abundantes.

A putrescina apresentou um teor médio global de 2,909 mg/L, tendo apresentado um
miéximo de 7,254 mg/L e um minimo de 1,059 mg/L. Os teores médios obtidos para cada
casta apresentaram uma certa homogeneidade, variando entre 3,676 mg/L (T. Cio) e 2,406
(T. Nacional). O mesmo se poderd dizer para os teores médios correspondentes aos 3 anos

em estudo — 1996: 2,463 mg/L; 1997: 3,175 mg/L; 1998: 3,465 mg/L.

No caso da espermidina verificou-se um teor médio global de 2,338 mg/L, com um
maximo de 7,899 mg/L e um minimo de 0,688 mg/L. Também neste caso nio se
verificaram grandes diferengas entre as cinco castas estudadas, embora a casta T. Nacional
tenha apresentado o maior teor médio, 3,305 mg/L, enquanto o menor foi observado na

casta T. Francesa, 1,777 mg/L. No que respeita a0s 3 anos em estudo, a varia¢io verificada
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apresentou um certo paralelismo com a observada nos teores de aminas totais
apresentados no ponto 2. Assim, no ano de 1997 o teor médio foi mais elevado — 3,176

mg/L — seguindo-se o ano de 1998 — 2,446 mg/L — e, por fim, o de 1996 — 1,679 mg/L.

.De entre as outras aminas estudadas, a Unica a apresentar teores sistematicamente

superiores a 1 mg/L foi a etilamina. O teor médio global encontrado foi de 1,453 mg/L,
com um méximo de 4,547 mg/L e um minimo de 0,322 mg/L. Os teores médios obtidos
para cada casta variaram entre 2,104 mg/L (T. Roriz) e 1,142 mg/L (T. Nacional). Os
teores médios obtidos para cada ano foram de 2,235 mg/L (1997), 1,256 mg/L (1998) e
0,975 mg/L (1996).

. O somatério das 3 aminas mais abundantes — putrescina, espermidina e etilamina —

representa em média 77,2 % do total de aminas encontrado, variando entre um minimo de

60,9 % e um maximo de 87,4 %.

. No grupo das aminas volateis, para além da etilamina, o destaque vai para a presenca da

metilamina e da isoamilamina.

A metilamina apresentou teores muito homogéneos, variando entre um maximo de 0,997
mg/L e um minimo de 0,246 mg/L, com um teor médio de 0,607 mg/L. Os teores médios
observados para cada casta e para cada ano foram muito semelhantes entre si, da mesma

ordem de grandeza do teor médio global.

A isoamilamina apresentou teotes entte 1,168 e 0,006 mg/L, com um teor médio de 0,242
mg/L. Os teores médios por casta foram algo semelhantes — miximo de 0,283 mg/L na
T. Francesa; minimo de 0,161 mg/L na T. Cio — com excepgio da casta T. Barroca, que
apresentou um teot médio mais elevado, mas sem grande significado, pois uma da
amostras apresentou o teor méaximo verificado, 1,168 mg/L, enquanto as outras duas
apresentaram teores infetiores a 0,100 mg/L. No que respeita aos 3 anos em estudo, o teot
médio das amostras de 1997 foi substancialmente mais elevado — 0,434 mg/L — do que

os teores médios dos restantes anos: 1996: 0,153 mg/L; 1998: 0,133 mg/L.

. No grupo das di e poliaminas, para além da putrescina e da espermidina, é de assinalar

também a presenca de niveis considerveis de espermina e de cadaverina.

440



Capitulo 7 - Aminas biogénicas em mostos e vinhos do Porto elementares

A espermina apresentou teores com uma amplitude relativamente elevada, incluindo duas
amostras com teores substancialmente superiores as restantes — 3,738 e 2,093 mg/L — e
trés amostras com teores inferiores a 0,100 mg/L. O teor médio encontrado foi de 0,527
mg/L. Os teores médios obtidos para cada casta variaram entre 1,162 mg/L (T. Nacional)
e 0,186 mg/L (T. Roriz) enquanto os teores médios obtidos para cada ano foram de 0,895
mg/L (1997), 0,413 mg/L (1998) e 0,312 mg/L (1996). Em ambos os casos, estes valores
médios sdo fortemente influenciados pelos elevados teores apresentados por duas

amostras, acima indicados, ambas da casta T. Nacional e de 1997.

A cadaverina apresentou um teor médio de 0,197 mg/L, com uma amplitude algo elevada,
com 4 amostras a apresentar teores muito reduzidos (inferiores a 0,040 mg/L) e outras 4
amostras a apresentar teores superiores a 0,400 mg/L. Analisando por castas, verifica-se
um teor médio significativamente inferior nas amostras de T. Cio — 0,030 mg/L —
enquanto as amostras de T. Francesa apresentaram o teor médio mais elevado: 0,392
mg/L. A anilise dos resultados por anos apresenta valores mais homogéneos,
concordantes com o padrio verificado para as restantes aminas deste grupo: teor médio
mais elevado em 1997 — 0,254 mg/L — e inferior nos outros 2 anos: 0,184 mg/L em 1996
e 0,133 mg/L em 1998.

8. As aminas consideradas normalmente como mais problematicas do ponto de vista de
seguran¢a alimentar — histamina, 2-feniletilamina e tiramina — apresentaram

genericamente teores muito reduzidos.

9. Nio se encontrou qualquer tipo de relagio entre a presen¢a de aminas biogénicas e a

presenga de acidos orginicos nas amosttas.
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7.3. Aminas biogénicas em vinhos elementares das cinco castas mais usadas na
elaboragio de vinho do Porto: Touriga Nacional, Touriga Francesa, Tinta Roriz,
Tinta Barroca e Tinto Cdo

7.3.1. Caracterizagio das amostras

Estudaram-se vinhos elementares das cinco castas em estudo — Touriga Nacional, Toutiga
Francesa, Tinta Roriz, Tinta Barroca e Tinto Cio — cotrespondentes aos anos de 1995 a 1998. Os
vinhos foram vinificados, 4 escala empresatial, em cubas de cimento, a partir de mostos constituidos
por uvas idénticas as recolhidas (cada vinho elementar foi produzido a partir de uvas da mesma casta
colhidas na mesma Quinta mas sem distingdo da parcela de terreno). A fermentagio teve uma
duracio de cerca de 60 horas, tendo sido interrompida pela adigio de uma quantidade de aguardente
vinica correspondente a 110-115 litros para cada 550 litros de vinho, de forma a dar origem a vinhos
com um teor alcodlico de 19-20°. Os vinhos foram armazenados durante 3-4 meses em cascos de
madeira de 550 litros, sujeitos apenas a uma ligeira sulfitagio (60 a 80 mg/I. de SO total; 0 de SO:
livre) e posteriormente enviados para o laboratétio, onde foram armazenados 2 temperatura ambiente
e a0 abrigo da luz. Ainda na adega, duas das amostras (Touriga Nacional 1997 e Tinta Barroca 1997)
foram entretanto sujeitas a um processo de pasteurizagio, devido 4 verificagdo de niveis elevados de

acidez volatl.

Tal como no caso dos mostos, as amostras foram caracterizadas em termos de pH e de
constituicio nos principais 4cidos orginicos. Os resultados obtidos nessas determinagbes sdo

apresentados na Tabela 7.4.
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TABELA 7.4

pH E TEORES' DE ACIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHOS ELEMENTARES ESTUDADAS

Ano pH Acético Citrico Lactico Malico Succinico  Tartarico

Touriga Nacional

1995 3,44 0,244 0,319 0,324 1,581 0,416 1,507
1996 3,64 0,085 0,204 0,114 0,652 0,162 1,043
1997 3,58 0,543 0,368 0,217 0,858 0,308 1,084
1998 3,71 0,112 0,329 0,190 1,370 0,262 1,168

Touriga Francesa

1995 3,86 0,362 0,533 0,212 1,450 0,510 1,081
1996 3,52 0,141 0,371 0,126 0,919 0,276 1,616
1997 3,60 0,295 0,551 0,188 0,994 0,334 1,182
1998 3,45 0,101 0,718 0,172 0,827 0,347 1,534

Tinta Barroca

1995 3,80 0,277 0,432 0,329 1,606 0,454 1,081
1996 3,44 0,255 0,399 0,221 1,595 0,429 1,616
1997 3,62 0,445 0,308 0,538 0,949 0,399 1,182
1998 3,45 0,119 0,302 0,188 1,032 0,026 1,534
Tinta Roriz
1995 3,79 0,100 0,196 0,230 1,150 0,360 1,579
1996 3,88 0,087 0,293 0,335 1,217 0,256 1,444
1998 3,55 0,189 0,354 0,363 1,315 0,390 1,352
Tinto Cido
1996 3,97 0,160 0,471 0,199 1,705 0,407 1,229
1998 3,83 0,167 0,431 0,233 1,464 0,369 1,092
" Teores em g/L
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7.3.2. Resultados obtidos

Os resultados obtidos para o teor das diferentes aminas biogénicas nas amostras de vinhos
elementares analisadas sio apresentados na tabela 7.5. Tal como no caso dos mostos, todas as
amostras foram sujeitas as trés metodologias analiticas desenvolvidas. No caso das diaminas (1,3-
diaminopropano, putrescina e cadaverina) ¢ das aminas aromiticas (tiramina e 2-feniletilamina)

apresenta-se novamente a média dos resultados obtidos pela aplicagio de dois diferentes métodos.

A exemplo do critério seguido para a apresentagdo dos resultados obtidos nos mostos, as
amostras estio agrupadas pelas cinco castas estudadas, sendo apresentadas para cada casta e cada
amina a respectiva média dos resultados obtidos. De forma a facilitar a interpretagdo dos resultados,

apresenta-se na Tabela 7.6 a média dos resultados obtidos por ano de colheita.
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TABELA 7.5

AMINAS BIOGENICAS — RESULTADOS' OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHOS MONOVARIETAIS

Ano MA DMA EA DEA IPA IBA 2-MBA IAA PIR
Touriga Nacional

1995 0,312 0,106 2,644 nd 0,005 nd nd 0,442 0,330

1996 0,327 0,093 1,540 nd 0,010 nd 0,002 0,235 0,037

1997 0,622 0,086 5,480 nd 0,018 0,073 0,267 3,523 0,256

1998 0,493 0,095 3,569 nd 0,006 0,029 0,225 3,528 0,154

Média 0,439 0,095 3,308 — 0,010 0,026 0,124 1,932 0,194

Touriga Francesa

1995 0,301 0,158 6,376 nd 0,006 0,012 0,016 1,143 0,654
1996 0,294 0,132 3,244 nd 0,005 0,028 0,133 3,361 0,077
1997 0,414 0,098 4,296 nd 0,023 0,015 0,053 2,168 0,261
1998 0,361 0,084 2,742 nd 0,004 0,010 0,092 3,574 0,166
Média 0,343 0,118 4,165 —_ 0,010 0,016 0,074 2,562 0,290

Tinta Barroca

1995 0,174 0,090 3,310 nd 0,004 nd 0,002 0,399 0,429
1996 0,198 0,073 1,950 nd 0,007 nd 0,015 1,404 0,336
1997 0,306 0,076 2,676 nd 0,007 0,006 0,065 2,125 0,282
1998 0,313 0,066 2,277 nd 0,009 0,002 0,035 1,744 0,189
Média 0,248 0,076 2,553 — 0,007 0,002 0,029 1,418 0,309
Tinta Roriz
1995 0,287 0,082 2,608 nd 0,008 nd nd 0,069 0,553
1996 0,269 0,055 0,777 nd 0,003 nd 0,008 0,402 0,059
1998 0,454 0,084 5,932 nd 0,005 0,012 0,051 1,464 0,201
Média 0,337 0,074 3,106 - 0,005 0,004 0,020 0,645 0,271
Tinto Cio
1996 0,289 0,102 1,668 nd 0,003 nd nd 0,266 0,458
1998 0,298 0,091 1,667 nd 0,006 nd 0,014 0,309 0,125
Média 0,294 0,097 1,668 — 0,005 —_ 0,007 0,288 0,292

* Teores em mg/L
nd — nio detectado
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TABELA 7.5 (cont.)

AMINAS BIOGENICAS — RESULTADOS’ OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHOS MONOVARIETAIS

1,3-DAP PUT CAD EPMD EPM  2-FEA TIR HIST TOTAL
Touriga Nacional
1995 0,008 3,515 0,164 0,009 nd 0,334 0,025 0,035 7,929
1996 0,021 2,981 0,187 0,016 nd 0,392 0,050 0,080 5971
1997 0,021 5,439 0,268 0,079 nd 0,872 0,124 0,342 17,470
1998 0,032 4,524 0,196 0,058 nd 0,734 0,044 0,175 13,862
Média 0,021 4,115 0,204 0,041 — 0,583 0,061 0,158 11,308
Touriga Francesa
1995 0,011 3,752 0,336 0,008 nd 0,847 0,064 0,042 13,726
1996 0,027 5,197 0,863 0,008 nd 1,308 0,099 0,138 14,914
1997 0,020 4,967 0,448 0,030 nd 0,831 0,331 0,566 14,521
1998 0,035 4,729 0,425 0,016 nd 1,133 0,047 0,249 13,667
Média 0,023 4,661 0,518 0,016 — 1,030 0,135 0,249 14,207
Tinta Barroca
1995 0,008 3,321 0,090 0,013 nd 0,428 0,040 0,033 8,341
1996 0,014 3,435 0,208 0,013 nd 0,799 0,063 0,086 8,601
1997 0,010 3,509 0,145 0,039 nd 1,039 0,160 0,387 10,832
1998 0,022 4,657 0,171 0,022 nd 0,751 0,048 0,134 10,440
Média 0,014 3,731 0,154 0,022 — 0,754 0,078 0,160 9,554
Tinta Roriz
1995 0,008 4,419 0,194 0,006 nd 0,127 0,036 0,024 8,421
1996 0,008 1,084 0,179 0,014 nd 0,158 0,032 0,028 3,976
1998 0,046 5,180 0,280 0,025 nd 0,443 0,053 0,163 14,393
Média 0,021 3,861 0,218 0,015 — 0,243 0,040 0,072 8,930
Tinto Cao
1996 0,009 2,902 0,075 nd nd 0,394 0,095 0,038 6,299
1998 0,032 4,510 0,130 0,035 nd 0,531 0,060 0,195 8,003
Média 0,021 3,706 0,103 0,018 - 0,463 0,078 0,117 7,151

* Teores em mg/L
nd - nio detectado
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TABELA 7.6

AMINAS BIOGENICAS

RESULTADOS" MEDIOS OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHOS ELEMENTARES POR ANO DE COLHEITA

MA DMA EA DEA IPA IBA 2-MBA 1AA PIR
1995 0,269 0,109 3,735 - 0,006 0,003 0,005 0,513 0,492
1996 0,275 0,091 1,836 - 0,006 0,006 0,032 1,134 0,193
1997 0,447 0,087 4,151 - 0,016 0,031 0,128 2,605 0,266
1998 0,384 0,084 3237 - 0,006 0,011 0,083 2,124 0,167

1,3-DAP  PUT CAD EPMD EPM 2-FEA TIR HIST TOTAL

1995 0,009 3,752 0,196 0,009 — 0,434 0,041 0,034 9,604
1996 0,016 3,300 0,302 0,010 — 0,610 0,068 0,074 7,952
1997 0,017 4,638 0,287 0,049 - 0,914 0,205 0,432 14,274
1998 0,033 4,720 0,240 0,031 - 0,718 0,050 0,183 12,073

* Teores em mg/L
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7.3.3. Discussio dos resultados

Uma adequada leitura e a consequente discussio dos resultados obtidos para os teotes das
diferentes aminas biogénicas nos vinhos monovarietais estio condicionadas por dois tipos de

factores, que terdo de ser previamente referidos.

O primeiro desses factores estd relacibnado com o processo de elaboragido de vinho do Porto,
o qual se caracteriza pela paragem da fermentagdo por adigio de uma quantidade significativa de
aguardente (no caso em quest2o, € cOmo € norma, cerca de 110-115 L de aguardente para um total de
550 L de vinho). Essa adigio implica uma diluigio dos consttuintes do mosto/vinho no momento
em que a mesma tem lugar, dilui¢io essa que deve ser tida em conta 20 comparar-se os teores de

aminas nos vinhos obtidos com os teores encontrados nos mostos.

O segundo dos factores a considerar tem a ver com o facto da anilise ndo ter sido efectuada
de imediato logo apés a elaboragio dos vinhos, mas somente apds alguns meses de estigio do vinho
na adega ¢ mais alguns meses (mais do que um ano, em regra) no laboratério. Aqui, como atrés foi
referido, as amostras foram armazenadas 2 temperatura ambiente, sendo palco do natural processo
evolutivo a que os vinhos sio sujeitos. Desta forma, os resultados obtidos nio reflectem
necessariamente a composi¢do dos vinhos no momento exacto do final do processo fermentativo,
pelo que as ilagdes a retirar sobre a formagio ou degradagio de algumas aminas durante a etapa
fermentativa devem ser analisadas com as devidas precaugbes. No caso de algumas das aminas,
inclusivamente, é possivel verificar sinais de inicio de um processo evolutivo que se verificou ser
caracteristico das mesmas (ver capitulo 8), o que é normal atendendo a que todas as amostras foram
sujeitas simultaneamente aos métodos analiticos desenvolvidos, pelo que a diferenca de idades das

mesmas se reflecte nos resultados obtidos.

Ainda assim, alguns dos resultados obtidos reflectem com nitidez fenémenos ocorridos
durante o processo fermentativo com influéncia nos teotes de algumas das aminas estudadas.

Sucintamente, pode afirmar-se que:

1. Encontraram-se nos vinhos estudados apenas 15 das 17 aminas biogénicas encontradas
nos mostos. Nio foram detectadas a dietilamina, cuja presenga nos mostos era residual, e

a espermina, presente nos mostos em quantidades relativamente importantes.

448



Capitulo 7 - Aminas biogénicas em mostos e vinhos do Porto elementares

2. O somatdtio dos teores das 15 aminas encontradas nas 17 amostras de vinhos

elementares estudadas variou entre 3,976 e 17,470 mg/L.

Os teores médios obtidos para cada uma das cinco castas em estudo variaram entre
14,207 mg/L para a T. Francesa e 7,151 mg/L para a T. Cio. No que respeita aos 4 anos
em estudo, os teores médios variaram entre 14,274 mg/L para os vinhos de 1997 e 7,952

mg/L para os vinhos de 1996.

O teor médio global foi de 10,472 mg/L o que, em comparagio com o teor médio global
observado para os mostos, de 8,676 mg/L, indica um balango ligeiramente positivo para
o teor de aminas biogénicas durante o processo fermentativo e o periodo imediatamente

subsequente.

3. Ao nivel da cada uma das aminas estudadas, sdo varias e importantes as diferengas

observadas entre os vinhos e 0s mostos:

¢ verifica-se o desaparecimento praticamente total da espermidina e da espermina, duas

das aminas mais abundantes nos mostos. Esta observa¢io é concordante com
algumas referéncias da literatura (citadas no capitulo 1) acerca da utilizagdo destas
aminas como fonte azotada por parte dos microorganismos responsiveis pelo

processo fermentativo.

¢ verifica-se igualmente, embora em muito menor grau, uma diminui¢do dos teores de
metilamina, a qual nio pode ser completamente justificada pelo efeito de diluigio

provocado pela adigdo de aguardente.

¢ de modo inverso, é de salientar a observacdo de sinais claros sobre a formagio de

algumas aminas biogénicas durante o processo fermentativo.

O caso mais evidente ¢ o da pirrolidina, amina raramente referida nos estudos deste
tipo, e que pensimos ser a primeira vez que ¢ identificada em vinhos do Porto.
Enquanto os mostos apresentam teores residuais insignificantes do composto, em
regra inferiores a 10 ug/L, os vinhos apresentam sistematicamente teores da ordem
das centenas de mg/L. Para 1a da formagio de pitrolidina que possa ter lugar no

decorrer do processo fermentativo, a mesma continua a ocorter durante o
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envelhecimento dos vinhos, como se pode verificar nos estudos relatados no capitulo
seguinte. Uma certa tendéncia para a observagio de teores tanto mais elevados quanto
maior a idade do vinho é também j4 notéria nas amostras de vinhos elementares aqui
em anélise, resultando nio de especificidades préprias das diferentes colheitas mas
sim do facto j4 assinalado dos vinhos terem sido analisados em simultineo, logo com

diferentes tempos de evolugio.

As outras aminas biogénicas cuja ocorréncia durante o processo fermentativo parece

evidente podem dividir-se em dois grupos.

O ptimeiro é constituido pela etilamina, a isoamilamina e a 2-feniletilamina, cujos
teores nos vinhos sdo substancialmente superiores aos observados nos mostos;
juntamente com a pirrolidina, sdo estas aminas as principais responsaveis pelo facto,

atras referido, de os vinhos apresentarem teores globais superiores a0s mostos.

Um segundo grupo é constituido pelas aminas que habitualmente despertam maior
interesse pelas suas implicagdes de ordem fisiolégica e toxicoldgica, ou seja, a
puttescina, a cadaverina, a tiramina e a histamina; os teores destas aminas encontrados
nos vinhos sio, em regra, apenas ligeiramente superiores aos encontrados nos
mostos, sinal evidente da reduzida capacidade demostrada pelas leveduras
responsiveis pela fermentagio alcodlica na sua formagdo, como salientado por outros
autores. Na andlise dos teores observados nestes compostos hd dois factos que

merecem um destaque particular.

No caso da putrescina, é evidente uma tendéncia para o decréscimo dos teores com a
idade dos vinhos; embora a tendéncia seja inversa, a justificagio € exactamente a
mesma apontada para a pirrolidina, ou seja, o facto de os vinhos terem sido
analisados em simultineo e reflectirem j4 uma tendéncia geral para a evolugdo dos
teores de putrescina com a idade, que seri referida com mais pormenor no capitulo

seguinte, dedicado ao estudo de vinhos envelhecidos.

No caso da histamina e da tiramina, é notdria a presenga de teores mais elevados —
embora s6 num dos casos ultrapassando os 0,5 mg/L — nos vinhos de 1997. Como

referido anteriormente, dois destes vinhos — T. Nacional e T. Barroca — foram
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objecto de um processo de pasteurizagio durante a sua estadia na adega, devido 2
verificagdo de niveis de acidez volitl acima do normal, logo sintomaticos do
desenvolvimento de microorganismos indesejiveis (nfveis estes de certa forma
confirmados nos teores obtidos para o 4cido acétco apresentados na Tabela 7.4). A
formagdo de histamina e de tiramina em quantidades superiores ao normal estard, em
nosso entender, ligada nio ao processo de pasteurizagio mas sim a0 desenvolvimento
microbiano que implicou o recurso a0 mesmo. De notar que a amostra de T. Barroca
do mesmo ano, apesar de nio ter sido pasteurizada, apresenta sinais de idéntico
fenémeno, isto é, teores de histamina, de tiramina e, também, de icido acético,
superiores a2 média e idénticos ao das amostras de T. Nacional e de T. Barroca do

mesmo ano.

4. Tal como nos mostos, nio foram encontradas quaisquer correlagbes entre a presenga de

aminas biogénicas e a constituigdo dos vinhos em 4cidos orginicos.

7.4. Anilise discriminante

Tendo como objectivo verificar a existéncia de possiveis correlagdes entre a ocorréncia de
aminas biogénicas no tipo de mostos e de vinhos alvo do nosso estudo e as diferentes castas
estudadas ou, alternativamente, as diferentes colheitas analisadas, procedeu-se 4 anilise discriminante

dos dados obtidos tanto no caso dos mostos como dos vinhos monovatietais.

A anilise discriminante calcula uma matriz de cotrelagdes totais entre as varidveis (aminas,
neste caso) considerando a nio existéncia de agrupamentos, e calcula uma matriz de correlagSes entre
as aminas intra-grupos (castas ou anos, neste caso). Por diferenca calcula uma matriz de correlacdes
entre-grupos. No essencial, a andlise discriminante baseia-se num ricio entre as correlacSes
entre-grupos e as correlagGes intra-grupos. Enquanto as variagdes entre-grupos forem supetiores as
variages intra-grupos, a andlise discriminante pode definir varidveis latentes, isto é, novas vatidveis
semelhantes a rectas de regressio (eixos, dimensdes, variaveis discriminantes, varidveis canonicas).

Estas variaveis sdo combinagdes de caracteristicas (aminas) que possibilitam uma aproximacio
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méxima das observacdes dentro de cada grupo e, simultaneamente, um maximo afastamento entre as

observagoes de diferentes grupos.

De acordo com Mardia e al [1979], existem essencialmente trés métodos para efectuar a
analise discriminante: "forward analysis ", "backward analysis " e "standard analysis". No método de
"forward analysis", que foi o usado neste trabalho, verifica-se qual a caracteristica (amina) que methor
aproxima as observagdes dentro de cada grupo e mais afasta as observagbes entre grupos. Uma vez
identificada a referida caracteristica, procura-se em seguida uma segunda caracteristica, depois uma
terceira e assim por diante, até que todas as varidveis sejam introduzidas no modelo, por ordem
dectescente de capacidade discriminante. No método "backward analysis", incluem-se inicialmente
todas as varidveis, e vio-se retirando sucessivamente as que menos alteram o modelo. Ambos os
métodos sio, evidentemente, iterativos. Por ultimo, o método "standard analysis" considera todas as
varidveis em simultineo, sem retirar ou adicionar quaisquer varidveis, sendo conhecido por analise de
varidveis canénicas. A diferenca entre este método e os dois anteriores consiste na inexisténcia de

uma selecgdo prévia de variaveis.

A partit dos métodos "forward" ou "backward", pode seleccionar-se um conjunto de
varidveis com maior poder discriminante (as primeiras) e proceder-se a uma anilise de varidveis
canénicas. O nimero de varidveis canénicas definidas € igual a0 nimero de varidveis (aminas) ou ao
nimero de grupos menos 1 (0 que for mais pequeno). A importincia relativa de cada varidvel
canénica é dada pelo seu valor préprio ("eigen value"). S6 se devem considerar as variaveis cujo valor
préprio seja superior a 1, pois tal significa que correspondem a situagGes nas quais a variagdo
entre-grupos é supetior 2 variagio intra-grupos. A vantagem de efectuar uma analise de variaveis
canénicas reside no facto de se poder fazer uma representagio dos dados em um ou dois graficos.
Nesses graficos projectam-se as observagdes individuais (mostos ou vinhos) e também as varidveis
candnicas (que sio representadas como linhas rectas). As varidveis canénicas interpretam-se através

das correlages entre as varidveis iniciais (aminas) e cada uma das varidveis canonicas.

Todas as analises foram efectuadas de forma a englobar no modelo um nimero minimo de
parimetros necessitio para distinguir as diferentes castas (ou anos) e, simultaneamente, manter a

significancia estatistica.
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7.4.1. Analise discriminante de mostos por castas

apresentados nos graficos da Figura 7.1 (a e b).

Varidvel 1 (7.55, p<0.001)
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Os resultados obtidos no que respeita a discrimina¢do dos mostos em estudo por castas sio

Figura 7.1. Analise discriminante de mostos por castas — a) varidveis candnicas 1 e 2; b) varidveis canénicas 1 e
3. Os valores entre paréntesis correspondem ao valor préptio e 4 significancia de cada variavel.

Da observagdo dos grificos obtidos pode concluir-se que:

1. Através da variavel candnica 1 (eixo horizontal) é possivel separar os mostos da casta T. Céo
e, secundariamente, os mostos da casta T. Barroca — ambos situados na parte positva do
referido eixo — dos mostos das restantes castas. As caracteristicas (aminas) responsaveis pela
definicdo desta variavel sio, fundamentalmente, a tiramina — cujos teores aumentam da
esquerda para a direita, ou seja, encontra-se presente em maior quantidade nos mostos das

casta T. Cdo e T. Barroca — e a cadaverina — cujo comportamento é, de certo modo, inverso.

2.Através da variavel candnica 2 (eixo vertical) é possivel, fundamentalmente, obter uma
separagio dos mostos da casta T. Francesa — situados na parte negativa do referido eixo —
dos mostos das restantes castas. As caracteristicas (aminas) responséveis pela definicio desta

varidvel sio, fundamentalmente, a 1,3-diaminopropano — cujos teores aumentam ao longo
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do eixo (de baixo para cima), ou seja, encontra-se presente em menor quantidade nos mostos
b b

da casta T. Francesa — e a cadaverina — cujo comportamento é, de novo, inverso. De notar

que a cadaverina assume igual importincia na defini¢do das duas varidveis canonicas

referidas, aumentando para a esquerda e para baixo, ou seja, é maior nos mostos da casta T.

Francesa do que em todos os restantes.

4. A variavel canénica 3 foi também considerada, pese embora apresentar um "eigen value"
proximo de 1 e uma significincia reduzida. Tal deve-se ao facto de a mesma apenas
discriminar os mostos das castas T. Nacional e T. Roriz. As caracteristicas (aminas)
responsiveis pela defini¢do desta varidvel sio, fundamentalmente, a histamina e a
isopropilamina — cujos teores diminuem ao longo do eixo, ou seja, encontra-se em menor
quantidade nos mostos da casta T. Roriz — e, com menor importancia, a putrescina e a 1,3-
diaminopropano — cujos teores aumentam ao longo do eixo, ou seja, encontram-se presente

em maior quantidade nos mostos da casta T. Roriz.

7.4.2. Analise discriminante de mostos por anos

Os resultados obtidos no que respeita a discriminagdo dos mostos em estudo por ano sio

apresentados no grafico da Figura 7.2.
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Figura 7.2. Anilise discriminante de mostos por anos. Os valores entre paréntesis correspondem ao valor
proprio e 4 significincia de cada varidvel.
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Da observagdo do grifico pode concluir-se ser possivel uma boa discriminagio dos mostos
estudados pelo ano de colheita, sendo essa discriminagio maior do que a obtida em relacdo 2 casta

(observada no item anteriof).

A separagdo dos mostos pelos trés anos de colheita estudados é obtida através das varidveis
canénicas 1 (eixo horizontal) e 2 (eixo vertical). As caracteristicas (aminas) com maior
responsabilidade pela defini¢do de ambas as varidveis s3o, embora com pesos diferentes, as mesmas: a
isobutilamina, a 2-feniletilamina, a 2-metilbutilamina e, com menor importincia, a etilamina. Todas
estas aminas apresentam um comportamento idéntico: os seus teores diminuem 20 longo do eixo
horizontal (da esquerda para a direita) e aumentam ao longo do eixo vertical (de baixo para cima). Na
pritica formam um eixo virtual que corresponderia a teores crescentes diagonalmente para a esquerda

€ para cima, ou seja apresentam-se em maiores quantidades nos mostos de 1997 do que nos restantes.

7.4.3. Anilise discriminante de vinhos por castas

A anilise discriminante relativa aos vinhos monovatietais e 3 sua separagio por castas resultou

no grafico apresentado na Figura 7.3.
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Figura 7.3. Anilise discriminante de vinhos por castas. Os valores entre paréntesis correspondem ao valor
proprio e a significincia de cada variavel.
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Da sua observag¢io pode concluir-se que:

1. Através da varidvel canénica 1 (eixo horizontal da Figura 7.3) é possivel separar os vinhos da

casta T. Francesa e da casta T. Barroca — ambos situados na parte negativa do referido eixo
— dos vinhos das restantes castas. As caracterfsticas (aminas) responsaveis pela definicao
desta variavel sio, fundamentalmente, a 2-feniletilamina e a cadaverina — cujos teores
aumentam da direita para a esquerda, ou seja, encontram-se presentes em maior quantidade

nos vinhos das castas T. Francesa e T. Barroca.

. Através da varidvel canoénica 2 (cixo vertical da Figura 7.3) torna-se possivel separar os

vinhos das castas T. Francesa e T. Nacional — situados na parte positiva do referido eixo —
dos vinhos das castas T. Barroca e T. Roriz — situados na parte negativa do referido eixo. As
caracteristicas (aminas) responsaveis pela definigdo desta varidvel sdo, de novo, a cadaverina

e a 2-feniletilamina, neste caso juntamente com a 2-metilbutilamina.

De notar que, tal como em casos antetiores, a cadaverina e a 2-feniletilamina assumem igual
importincia na defini¢io das duas varidveis canonicas referidas, aumentando para a esquerda
e para cima, ou seja, Os respectivos teores sio maiores NOS MOSLOS da casta T. Francesa do

que ¢m todos os restantes.

7.4.4. Anailise disctiminante de vinhos pot anos

A anilise discriminante dos vinhos por ano de colheita apresentou, tal como no caso dos

mostos, resultados mais conclusivos do que a respectiva discriminagdo por castas. Os resultados

obtidos podem set obsetvados no grafico apresentado na Figura 7.4.

Da observacio do grafico, no qual as indicagdes graficas de algumas amostras se encontram

sobrepostas, pode concluir-se que:
b

1. Através da varidvel candnica 1 (eixo horizontal da Figura 7.4) é possivel separar

petfeitamente os vinhos de 1997 — situados na parte negativa do referido eixo — dos vinhos
de 1996 — situados na parte positiva do mesmo eixo. A principal caractetistica (amina)

responsavel pela definicdo desta varidvel é a histamina — cujos teores aumentam da direita
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para a esquerda, ou seja, encontra-se presente em maior quantidade nos vinhos de 1997.
Secundariamente, contribuem para a defini¢io desta varidvel a tiramina, a isopropilamina e a

espermidina, que apresentam um comportamento idéntico ao da histamina.

=>4

Varidvel 2 (18.2; p<0.015)
e 9 < L ]

1995
1996
1997
1998

* > e O

Variavel 1 (2132; p=0.0000)

Figura 7.4. Anilise disctiminante de vinhos por anos. Os valores entre paréntesis correspondem ao valor préprio
e a significincia de cada variével.

2. Através da varidvel candnica 2 (eixo vertical da Figura 7.4) torna-se possivel separar os
vinhos de 1998 — situados na parte positiva do referido eixo — dos vinhos de 1995 —
situados na sua parte negativa. As caracteristicas (aminas) responsiveis pela definicio desta
varidvel s3o, principalmente, a 1,3-diaminopropano e a histamina, cujos teores aumentam 20
longo da varidvel de baixo para cima, ou seja, encontram-se presente em maior quantidade
nos vinhos de 1998. Secundariamente, contribuem para a definicio desta varidvel a
isoamilamina, que apresenta um comportamento idéntico, e a pirrolidina, cujos teores,
inversamente, aumentam ao longo da varidvel de cima para baixo, ou seja, encontra-se

presente em maior quantidade nos vinhos de 1995,

De realcar que esta anilise deve ser interpretada 4 luz do facto anteriormente referido de
as amostras terem sido analisadas em simultineo, dai reflectirem j4 alteracdes nos teores de

algumas aminas durante os primeiros tempos de armazenamento.
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7.5. Conclusdes gerais sobre a presenga de aminas biogénicas em mostos e vinhos do
Porto recém-elaborados

De uma leitura comparativa dos tesultados obtidos nas amostras de mostos e de vinhos do
Porto analisadas com os dados até agora existentes na literatura é possivel destacar alguns aspectos
que nos parecem especialmente relevantes. Alguns desses aspectos correspondem a confirmagio de
resultados obtidos noutros estudos deste tipo enquanto outros hi que se nos afiguram constituir

novos avangos no dominio em questao.

Assim, e no que respeita 4 confirmagio de dados ja referidos na literatura, temos:

1. H4 uma presenca importante nos mostos de espermidina e espermina, diminuindo os
seus teores significativamente a0 longo do processo fermentativo, de forma que 2 sua

presenga nos vinhos ¢ meramente residual.

2. A presenga nos mostos das aminas consideradas mais relevantes do ponto de vista de

seguranga alimentar, histamina e tiramina, ¢ meramente residual, da ordem das dezenas de

ng/L.

3. As aminas voliteis presentes nos mostos em maior quantidade sdo, por ordem
decrescente, a etilamina, 2 metilamina e a isoamilamina, como tinha sido verificado nos

trabalhos do grupo de Ough, citados no capitulo 1.

No que respeita aos aspectos que nos parecem constituir novidade face as referéncias

existentes na literatura, temos:

1. A contribuicio dos mostos pata os teores de aminas biogénicas apresentados pelos
vinhos é maior do que o até agora considerado pela generalidade dos autores. Para 14 das
poliaminas acima referidas, a principal contribui¢io para os teores encontrados nos
mostos é dada pela aminas voliteis e, em particular, pela putrescina, cujos teores
observados na grande maioria das amostras de mosto analisadas sio superiores as poucas

referéncias existentes na literatura (ver cap. 1 - ponto 1.2.5.3).

458



Capitulo 7 - Aminas biogénicas em mostos e vinhos do Porto elementares

2. Verificou-se a presenga nos mostos de uma série de outras aminas geralmente nio
referidas pelos restantes autores. Os teotes encontrados sio geralmente muito baixos,
salientando-se 2 presenga em quantidades sistematicamente superiores a 100 pg/L de

2-feniletilamina e de cadaverina.

3. Em condi¢bes normais de elaboragdo de vinhos do Porto é muita reduzida a formacio
de aminas biogénicas durante o periodo que engloba o processo fermentativo e as
primeiras etapas de estdgio dos vinhos obtidos. Merecem particular destaque os casos da
histamina e da tiramina, aminas que se apresentam nos vinhos em teores pouco
superiotes a0s observados nos mostos. Embora superiores, os teores de putrescina sio

também provenientes maioritariamente dos mostos e nio do processo de vinificacio.

4. As aminas cujos teotes, em termos relativos, mais aumentam ao comparar-se os vinhos
com 0s mostos sao a pirrolidina, a 2-feniletilamina, a isoamilamina e a etilamina. No caso
da pirrolidina pensamos ser a primeira vez que ¢é referida a sua presenca em vinhos do
Porto. Os teores verificados nos vinhos analisados para estas trés aminas sio
genericamente reduzidos, da ordem das centenas de ug/L; apenas no caso da

2-feniletilamina se observaram teores superiotes a 1 mg/L e somente em trés amostras.

Todas estas conclusdes, nomeadamente as referentes i formacio de aminas biogénicas
durante a transformacgio do mosto em vinho devem ser lidas 4 luz do facto de se ter tratado de um
estudo realizado apenas com vinhos do Porto. O processo tecnoldgico usado na produgio deste tipo
de vinhos, caracterizado por um curto petiodo de fermentagio seguido de um répido e substancial
aumento do teor alcodlico do meio, propotciona condices menos propicias para a ocotréncia de
contaminagGes bacterianas do que as que ocorrem durante a produgio normal de vinhos nio
fortificados. A auséncia de fermentacio malolictica no processo de vinificagio, confirmada pelos
resultados obtidos na analise dos 4cidos lictico e malico presentes nos vinhos em estudo, é um factor

adicional que contribui para essa reduzida actividade microbiana.

Os resultados obtidos apontam para que a ocorréncia em vinhos de teores mais elevados do
que os observados no estudo tealizado para muitas das aminas biogénicas, em especial daquelas que
habitualmente sdo alvo de uma maior atengio por parte dos diversos autores — histamina, tiramina e

putrescina — serd provavelmente uma consequéncia de actividade microbiana indesejavel.
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Finalmente, de referir que a aplicagio da técnica de andlise discriminante permitiu a
separacio, baseada apenas nos teotes das aminas biogénicas estudadas, da maioria das 5 castas em
estudo, de outra forma dificil de visualizar. A cadaverina foi, de entre todas as aminas, a que assumiu
um papel mais importante na discriminagio conseguida. Nao obstante, verificou-se, tanto em mostos
como em vinhos, serem maiores as diferencas observadas entre as diferentes colheitas do que entre as
diversas castas, o que torna dificil uma sistematizagio dos resultados obtidos para colheitas de outros
anos. Uma amostragem maior, correspondente a mais anos de estudo proporcionaria, provavelmente,

a obtencio de resultados discriminantes mais significativos.
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CAPITULO 8

ESTUDO DO COMPORTAMENTO DAS AMINAS BIOGENICAS
DURANTE O ENVELHECIMENTO DO VINHO DO PORTO

8.1. Introdugdo. Breve abordagem sobre os diferentes tipos de envelhecimento do vinho do Potto
8.2. Caracterizagio das amostras analisadas
8.3. Resultados obtidos

8.4. Discussio dos resultados e conclusdes
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8.1. Introdugido. Breve abordagem sobre os diferentes tipos de envelhecimento do vinho
do Porto

O vinho do Porto é uma bebida alcodlica que se caracteriza pela sua longevidade,
constituindo o envelhecimento uma etapa obrigatéria do respectivo processo de elaboragio. Uma vez
vinificados e sujeitos as operages de acabamento habituais, os vinhos, em particular os de maior
qualidade, apenas atingem o seu auge alguns anos depois, sendo este petiodo maior ou menor de
acordo com pardmetros diversos que vio desde as caracteristicas do produto inicial até ao tipo de

armazenamento a que 0s mesmos sao sujeitos.

Estd consagrada, tanto na pritica enoldgica como nas leis que regulamentam o sector, a
pritca de dois distintos processos de envelhecimento, os quais se caracterizam por diferentes

processos evolutivos, dando origem a produtos finais totalmente distintos.

O primeiro, reservado apenas a vinhos considerados 4 partida como de qualidade superior, e
como tal classificados pelas entidades competentes (IVP), caractetiza-se por decorrer no interior de

garrafas devidamente rolhadas, num ambiente que se pode caracterizar do ponto de vista
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fisico-quimico como redutor, pois tem lugar na auséncia praticamente total de oxigénio atmosférico
(a pequena quantidade de oxigénio atmosférico que fica no momento do engarrafamento entre a base
da rolha e o topo do vinho é rapidamente gasta em reacgdes de caricter oxidativo, decorrendo depois
todo o processo na auséncia do mesmo). Os vinhos deste tipo sio designados pela expressio
"Vintage", sendo o seu engarrafamento obrigatétio num periodo de dois a trés anos subsequente a0
processo de vinificagdo. Durante esse periodo sio normalmente armazenados em recipientes de
madeira e sujeitos 2 um minimo de opera¢des de acabamento, basicamente uma adequada sulfitagio e
processos de transfega, que tm o objectivo de separar o vinho dos constituintes que, devido 2
instabilidade fisica, vio precipitando. Embora sejam escassos os estudos de caracterizagdo fisico-
;qﬁirnica de vinhos deste tipo, é conhecido que, do ponto de vista organoléptico, a sua evolugio é
praticamente ininterrupta, sendo conhecidas notas de prova com vinhos com algumas dezenas de
anos em que os provadores sustentam que 0s mesmos se encontram ainda num processo de evolugio

positiva, logo com potencialidades para ainda melhorarem do ponto de vista sensorial.

O outro tipo de envelhecimento a que os vinhos do Porto sdo sujeitos tem lugar em
vasilhame de madeira e d4 lugar aos designados vinhos "Tawny". Neste processo, a evolugio do
vinho tem lugar num ambiente que do ponto de vista fisico-quimico se pode classificar como
oxidativo, pois, 20 contririo do anterior, tem lugar na presenga de oxigénio atmosférico. O vasilhame
usado para a conservagio dos vinhos pode apresentar tamanhos diversos, desde as designadas pipas,
com um volume de 550 L, até aos designados balseiros, que podem comportar algumas dezenas de
milhares de litros de vinho. Tal como no caso dos vinhos do tipo "Vintage", este processo de

envelhecimento pode ter lugar durante varias dezenas de anos.

Importantes diferencas entre os dois tipos de vinhos sdo facilmente encontradas, mesmo sem
recurso a qualquer tipo de procedimento analitico. Desde logo, é notéria a diferente evolugio que os
mesmos sofrem em termos de cor: enquanto os vinhos "Vintage" conservam durante longo tempo a
cor escura caracteristica dos vinhos jovens, os vinhos "Tawny" sofrem uma evolugdo que os leva,
gradualmente, a tomarem uma coloragio amarelo-torrado ou aloirada. As operagdes a que os vinhos
"Tawny" estio sujeitos durante o envelhecimento sio mais importantes, pois enquanto nestes O
endlogo pode intervir a qualquer momento, no sentido de condicionar e dirigir o processo evolutivo,
nos vinhos "Vintage" a sua capacidade de intervengio resume-se ao curto perfodo que antecede o

respectivo engarrafamento. Sio comuns, entre outros, 0s processos periédicos de sulfitagio bem
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como a adi¢do de pequenas quantidades de 4lcool de forma a compensar as perdas por evaporacio

que sempre ocorrem num ambiente aberto.

8.2. Caracterizag@o das amostras analisadas

De um ponto de vista estritamente cientifico, o estudo do comportamento das aminas
biogénicas durante o envelhecimento do vinho, deveria ser feito sobre a mesma amostra (no caso dos
Ot

vinhos "Vintage" sobre diferentes garrafas do mesmo vinho), a qual seria periodicamente sujeita aos
procedimentos analiticos adequados, durante um periodo de tempo que, para ser representativo, teﬁé
sempre de ser de algumas dezenas de anos. Na impossibilidade, 6bvia, de se poder proceder a um tal

estudo no dmbito de uma dissertagio de doutoramento, a op¢do tomada consistiu em:

a) determinar o teor de aminas biogénicas em amostras de vinhos "Tawny" fornecidas
por uma empresa do sectot, representativas de 21 colheitas consecutivas de 1974 a .
1994 e armazenadas em vasilhame de madeira no mesmo local (armazém), logo em
idénticas condi¢bes ambientais. Os vinhos foram sujeitos durante o tempo de :

armazenamento a um minimo de manipula¢ées (basicamente sulfitagdes periédicas). ;

b) analisar igualmente um nimero representativo de amostras de vinhos "Vintage",
representativos de virias colheitas distintas, logo com diferentes idades. Neste caso,
os vinhos foram fornecidos por um particular, tendo sido escolhidos 15 vinhos de
diversas marcas comerciais, adquiridos imediatamente apés o engarrafamento e
armazenados no mesmo local (neste caso, uma cave com boas condicdes para o
armazenamento dos vinhos, nomeadamente no que respeita a temperatura,

humidade e auséncia de luminosidade).

As amostras de vinhos "Tawny" foram colocadas em garrafas de 0,5 L e armazenadas no
laboratério a4 temperatura ambiente e em condi¢des de auséncia de luz, até serem analisadas. A
semelhanga do referido para as amostras de vinhos monovarietais cujo estudo foi descrito no capitulo
anterior, a sua caracterizagdo resumiu-se a verificacio do pH e 2 determinagio dos principais acidos

orginicos. Os resultados obtidos nesses ensaios sio apresentados na Tabela 8.1.
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As amostras dos vinhos "Vintage" foram, por sua vez, retiradas das garrafas originais por
intermédio de uma seringa (de forma a evitar a abertura das garrafas) numa quantidade de cerca de 10
ml, tendo sido colocadas em tubo de ensaio, conservadas a 4 °C e analisadas passados alguns dias.
Tendo em consideragio a pequena quantidade disponivel de cada amostra, ndo foram sujeitas a
qlialquer tipo de caracterizagio analitica, tendo sido apenas usadas na determinagio do teor de aminas
biogénicas. A determinagio foi feita apenas pelo método de andlise descrito no capitulo 6, pelo que
nio sio apresentados resultados referentes 4 espermidina e 4 espermina e, também, 4 histamina.
Neste dltimo caso, porém, tendo em conta que a andlise foi efectuada, sendo os resultados
posteriormente nio considerados pelos motivos atrds apontados, podemos referir que as quantidades

encontradas eram muito baixas, da mesma ordem de grandeza das encontradas nos vinhos "Tawny".
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TABELA 8.1 o

TEORES' DE ACIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO DO TIPO TAWNY ' R

pH Acético Citrico Lactico Malico Succinico  Tartarico
1974 3,60 0.398 0.751 0.398 1.355 0.253 1131 . ‘
1975 3,60 0.222 0.241 0.222 1.446 0.224 © LA8L
1976 3,62 0.315 0.349 0.315 T 1372 0.268 1139 - "
1977 ‘ | 3,56 0.189 0258 | 0.189 T 1441 0.211 1.203 :
1978 5,56 N 0.197 0.305 0.197 | 1.308 0.226 -1.096 '
1979 T 3,63 0.498 0.248 0.498 0.762 0.197 1.077
1980 3,57 0.386 0.270 0.386 1.053 0.206 1.115
1981 3,55 0.422 0.257 0.422 0.958 0.227 1.267
1982 ‘ 3,56 0.569 0.326 0.569 0.750 0.144 1.055
1983 3,60 0.423 0.291 0.423 1.159 0.224 1.134
1984 3,59 0.352 0.287 0.352 1.182 0.242 1.106
1985 3,64 0.490 0.319 0.490 1.110 0.208 1.207
1986 3,56 0.203 0.327 0.203 1.236 0.267 1.267
1987 3,64 0.288 0.347 0.288 1.085 0.271 1.197
1988 3,69 0.344 0.366 0.344 1.097 0.266 1.007
1989 3,47 0.437 0.268 0.437 1.102 0.225 1.248
1990 3,67 0.300 0.318 0.300 0.940 0.158 1.041
1991 3,59 0.231 0.298 0.231 0.958 0.274 1.350
1992 3,56 0.277 0.285 0.277 0.871 0.224 1.633
1993 3,66 0.202 0.230 0.202 1.416 0.260 1.092
1994 3,61 0.421 0.305 0.421 0.926 0.241 1.441

* Teores em g/L
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8.3. Resultados obtidos

Os resultados obtidos para o teor das diversas aminas biogénicas nas diferentes amostras de
vinhos "Tawny" e "Vintage" analisadas sdo apresentados nas Tabelas 8.2 e 8.3, respectivamente. No
caso de algumas das diaminas e das aminas aromaticas em que foram obtidos resultados por dois
métodos distintos (apenas para os vinhos "Tawny") optou-se pela apresentagio da média dos dois

resultados obtidos, seguindo 0 mesmo critério usado no capitulo anterior.

- A fim de permitir uma leitura mais ficil dos resultados, em especial do padrio de evolugio de
cada uma das aminas biogénicas ao longo do processo de envelhecimento, decidimos fazer a sua
apresentagio também sob a forma de grificos de barras, que sio apresentados a seguir as referidas

tabelas.

Nalguns desses graficos efectuou-se um ajustamento de linhas rectas ou curvas por forma a
verificar alguma tendéncia existente nos dados a partir da linha determinada em cada caso e do
coeficiente de determinacio. O coeficiente de determinagio (R?), que corresponde ao quadrado do
coeficiente de correlagio, pode ser visto como uma percentagem do ajustamento méximo possivel,

sendo entio usado para verificar a maior ou menor validade da tendéncia.

Nos dados disponiveis neste trabalho, e como podetia ser esperado, nem sempre as evolugdes
dos teores dos compostos parecem lineares em ordem ao tempo. Este facto coloca problemas porque
se a evolugio parecer assumir a forma de uma curva, a escolha do tipo de cutva, que ndo é
automatica, pode também introduzir imprecisdes nas andlises. Como salienta Pierre Dagnelie [1971],
"A escolha (...) pode fazet-se com base em consideragdes tedricas ou em bases puramente empiricas.

Contudo, é dificil fornecer regras absolutamente gerais sobre este assunto".

Assim, sempre que possivel, o ajustamento foi efectuado com uma linha recta (regressio
linear simples) e, quando tal se mostrou inadequado, ajustou-se uma linha exponencial ou logaritmica,
j4 que sio as linhas mais simples, no sentido em que contém menos parimetros estimados,
evitando-se assim problemas de "overfitting" (sobte-ajustamento) que conduzem a retirar dos dados
conclusdes que os dados de facto poderdio nio suportar. Utllizou-se para o efeito o programa Excel,
fornecendo-se sempre o valor de R2 como medida genérica de ajustamento. Nos casos em que o valor
do coeficiente de correlacio se apresentou muito baixo para qualquer das curvas ensaiadas, optou-se

pela nio apresentagdo de qualquer curva.
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TABELA 8.2

AMINAS BIOGENICAS

RESULTADOS" OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO DO TIPO TAWNY

MA DMA EA DEA IPA IBA 2-MBA IAA PIR
1974 0,174 0,067 0,963 nd nd 0,021 0,076 1,271 1,109
1975 0,161 0,056 0,895 nd nd 0,014 0,047 1,106 0968
1976 0,160 0,088 1,484 nd nd 0,010 0,025 0,591 1,233
1977 0,174 0,063 1,469 nd nd 0,010 0,022 0,572 1,276+
1978 0,184 0,067 1,740 nd nd 0,007 0,011 0,275 1052
1979 0,179 0,066 1,178 nd nd 0,006 0,009 0,308 0,708 \I
1980 0,204 0,079 1,519 nd nd 0,009 0,021 0,478 1,012
1981 0,215 0,024 1,216 nd nd 0,005 0,017 0,353 0,963
1982 0,276 0,095 3,339 nd nd 0,002 0,012 0,249 1202 .
1983 0,184 0,093 1,588 nd nd 0,005 0,017 0,375 0,758 "
1984 0,245 0,094 1,623 nd nd 0,003 0,016 0,371 1,064
1985 0,258 0,094 1,835 nd nd 0,002 0,018 0,378 0,804
1986 0,180 0,095 1,552 nd nd 0,004 0,020 0,440 0,591
1987 0,314 0,105 3,057 nd nd nd 0,009 0,180 0,733 -
1988 0,302 0,091 2,397 nd nd 0,001 0,009 0,127 0,701
1989 0,278 0,098 1,628 nd nd 0,003 0,003 0,101 0,452
1990 0,322 0,099 3,742 nd nd 0,002 0,035 0,169 0,444
1991 0,327 0,083 3,954 nd nd nd 0,014 0,351 0,422
1992 0,318 0,086 2,426 nd nd 0,010 0,019 0,375 0,635
1993 0,269 0,066 1,043 nd nd 0,032 0,289 5,393 0,466
1994 0,189 0,068 1,899 nd nd 0,006 0,008 0,155 0,585

* Teores em mg/L
nd - ndo detectado
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RESULTADOS® OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO DO TIPO TAWNY

TABELA 8.2 (cont.)

AMINAS BIOGENICAS

1,3-DAP  PUT CAD EPMD EPM 2-FEA TIR HIST TOTAL
1974 0,009 0,203 0,011 nd nd 0,607 0,060 nd 4,571
1975 0,007 0,162 0,007 0,006 nd 0,498 0,037 nd 3,964
1976 0,010 0,207 0,010 0,004 nd 0,580 0,041 nd 4,443
1977 0,008 0,372 0,021 0,003 nd 0,462 0,036 nd 4,488
1978 0,011 0,317 0,012 0,003 nd 0,340 0,035 nd 4,054
1979 0,007 0,247 0,006 0,003 nd 0,254 0,038 nd 3,009
1980 0,011 0,381 0,018 0,015 nd 0,388 0,056 nd 4,191
© 1981 nd 0,244 0,021 0,015 nd 0,305 0,064 nd 3,442
1982 nd 0,617 0,027 0,006 nd 0,349 0,035 0,005 6,214
1983 nd 0,532 0,027 0,006 nd 0,485 0,044 nd 4,114
1984 nd 0,674 0,053 0,008 nd 0,376 0,026 0,005 4,558
1985 nd 0,711 0,035 0,009 nd 0,339 0,116 0,012 4,701
1986 nd 0,429 0,025 0,003 nd 0,448 0,049 nd 3,836
1987 nd 1,438 0,053 0,007 nd 0,316 0,049 0,011 6,272
1988 nd 1,049 0,068 0,014 nd 0,278 0,018 0,005 5,060
1989 nd 1,070 0,053 0,010 nd 0,182 0,378 0,012 4,268
1990 nd 1,705 0,076 0,023 nd 0,220 0,309 0,019 7,165
1991 0,004 2,817 0,100 0,012 nd 0,434 0,034 0,018 8,570
1992 0,007 2,420 0,116 0,010 nd 0,287 0,451 0,026 7,161
1993 nd 1,545 0,193 0,023 nd 2,338 0,032 0,078 11,767
1994 0,005 2,217 0,113 0,016 nd 0,385 0,032 0,032 5,710

* Teores em mg/L
nd — nio detectado
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TABELA 8.3

AMINAS BIOGENICAS
RESULTADOS" OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO DO TIPO VINTAGE

MA DMA EA DEA IPA IBA 2-MBA TAA PIR
1970 0,065 0,090 2,653 nd nd 0,002 0,010 0,079 0,181
1975 0,158 0,086 1,305 nd nd 0,009 0,049 0,907 0,113
1977 0,106 0,081 2,122 nd nd 0,003 0,010 0,099 0,126
1978 0,190 0,087 2,878 nd nd 0,006 0,025 0,200 0,143
1979 0,153 0,097 1,349 nd nd 0,004 0,025 0,353 0,113
1980 0,165 0,087 1,738 nd nd 0,003 0,012 0,181 0,103
1982 0,151 0,088 2,001 nd nd 0,005 0,011 0,143 0,097
1983 0,266 0,079 2,967 nd nd 0,008 0,038 0,667 0,137
1985 0,144 0,085 1,208 nd nd nd 0,006 0,017 0,053
1987 0,307 0,122 4,854 nd nd 0,002 0,007 0,063 0,064
1989 0,251 0,081 1,829 nd nd nd 0,009 0,046 0,079
1991 0,285 0,105 4712 nd nd 0,004 0,016 0,266 0,685 |
1994 0,336 0,093 2,928 nd nd 0,008 0,049 0,870 0,092
1995 0,457 0,101 6,006 nd nd 0,011 0,043 0,833 0,085
1997 0,294 0,078 3,164 nd nd 0,005 0,019 0,209 0,040

* Teores em mg/L
nd — nio detectado
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RESULTADOS" OBTIDOS NAS AMOSTRAS DE VINHO DO PORTO DO TIPO VINTAGE

TABELA 8.3 (cont.)

AMINAS BIOGENICAS

1,3-DAP PUT CAD EPMD EPM 2-FEA TIR HIST TOTAL
; 1970 0,008 0,560 0,080 na na 0,118 0,011 na 3,857
1975 0,070 1,349 0,106 na na 0,697 0,042 na 4,891
. 1977 0,011 1,315 0,094 na na 0,159 0,028 na 4,154
1978 0,014 2,122 0,114 na na 0,262 0,025 na 6,066
1979 0,034 1,742 0,115 na na 0,295 0,046 na 4,326
| 1980 0,020 1,739 0,129 na na 0,114 0,012 na 4,303
1982 0,021 2,049 0,111 na na 0,086 0,010 na 4,773
1983 0,017 1,709 0,131 na na 0,935 0,100 na 7,054
1985 0,022 2,025 0,148 na na 0,039 0,013 na 3,760
1987 0,021 2,055 0,110 na na 0,121 0,047 na 7,762
1989 0,041 1,857 0,133 na na 0,096 0,013 na 4,435
| 1991 0,082 3,915 0,159 na fa 0,183 0,168 na 9,980
1994 0,246 3,710 0,226 na na 0,650 0,075 na 9,283
1995 0,293 6,011 0,215 na na 0,529 0,121 na 14,705
1997 0,043 2,305 0,174 na na 0,319 0,021 na 6,671

" Teores em mg/L
na — nio analisado
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Aminas Totais
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*Grifico em que se consideraram as médias globais obtidas para os vinhos monovarietais dos anos de 1995 a 1998 (ver
explicagdo na discussio dos resultados).

481



" Capltulo 8 - Aminas biogénicas em vinhos do Porto envelhecidos

s
2
STy O N
[N S AT I
Lot
IR S
».- £
iy !
(¥ Ut
! - :
IR TER LISt SR i b . S
T S P LTy T N
oo I PR 8 Y .
- ;
L [
@
A RPN R o -
Sl dGenia b B
e N TS e .
LETENE DT !
syt
TR S

482



Capitulo 8 - Aminas biogénicas em vinhos do Porto envelhecidos

8.4. Discussio dos resultados e conclusdes

A leitura dos resultados obtidos na analise das amostras de vinho do Porto envelhecidos
permitiu retirar algumas ilagdes que nos parecem de grande importincia para uma melhor
caractetizagao do fenémeno da presencga de aminas biogénicas em vinhos. Acima de tudo, e como é
facilmente visivel nos grificos de barras apresentados, foi possivel constatar pela primeira vez a
existéncia de indicios claros sobre a formagio e a degradagio de algumas das aminas biogénicas

estudadas durante o envelhecimento deste tipo de vinhos.
As principais conclusdes tiradas podem resumit-se nos seguintes pontos:

a)  Os teores totais de aminas biogénicas nas amostras de vinhos do tipo "Tawny" e do tipo
"Vintage" estudadas sio genericamente baixos. Nos vinhos "Tawny" o teor maximo
observado foi de 11,767 mg/L enquanto que nas amostras de vinhos "Vintage" o teor

méximo observado foi de 14,705 mg/L.

b) E visivel uma tendéncia para a redugdo desses teores com o aumento da idade do vinho.
Como se pode ver no grifico apresentado, a melhor representagio matemdtica para essa
tendéncia consiste em curvas exponenciais, que aptesentam um grande paralelismo
quando aplicadas aos dois tipos de vinho em estudo. A correlagio obtida para os vinhos
"Tawny" aumenta significativamente se considerarmos os teores médios globais obtidos
para os vinhos monovarietais estudados no capitulo anterior como representativos dos

anos de 1995 a 1998 (ver grifico inferior da pagina 481).

¢ A justificagio para o referido padrio de evolugio do teor de aminas totais encontra-se
prioritariamente no comportamento da putrescina. Esta amina, juntamente com a
cadaverina e a medlamina, revela uma nitida tendéncia para uma redu¢ido de teores ao

longo do envelhecimento de ambos os tipos de vinhos.

No caso da putrescina e da cadavetina verifica-se um padrio de evolucio semelhante, nio
obstante os diferentes niveis em que ambas as diaminas se encontram presentes nas
amostras — 0s teores de putrescina sdo, em regra, 15 a 25 vezes superiores a0s teores de

cadaverina. Esse paralelismo terd a ver, provavelmente, com o facto de se tratar de
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'+ “compostos estruturalmente semelhantes e de as causas que levam & redugio dos

e

- respectivos teores serem também idénticas. ’ P

Para ambas as diaminas em questdo, é visivel uma diminuigdo com a idade cuja melhor
aproximagio matemitica se traduz nas curvas exponenciais que se podem observar nos
respectivos grificos. Os coeficientes de determinagio (R?) obtidos para essas curvas

¢ :podem considerar-se como elevados atendendo ao tipo de estudo em questio. Em ambos

i wh.os casos é notério que essa redugdo dos teores é mais acentuada nos vinhos do tipo

L> "Tawny" do que nos vinhos do tipo "Vintage"; este ultimos apresentam sempte teores

“- - ais elevados de ambos os compostos, sendo esta constatagio tanto mais evidente quanto

maior a idade dos vinhos em consideragio.

No caso da metilamina, a reducio dos teores ao longo do envelhecimento dos vinhos é
também facilmente visivel embora nio tenha a mesma intensidade da observada para as
duas diaminas atras consideradas. Neste caso ndo sdo visiveis diferengas significativas
entre os vinhos do tipo "Tawny" e os vinhos do tipo "Vintage", que apresentam idénticos
teores. A melhor aproximagio matemitica ao fenémeno traduziu-se nas curvas rectilineas
apresentadas no respectivo grifico, embora sejamos de opinido que com uma maior
amostragem, seria possivel, também aqui, representar o fenémeno por uma curva do tipo

exponencial tal como verificado para a putrescina e para a cadaverina.

d) Inversamente is aminas atris consideradas, existe uma nitida tendéncia para o aumento
dos teores de pirrolidina a0 longo do envelhecimento dos vinhos, tanto no caso dos

vinhos do tipo "Tawny" como no caso dos vinhos do tipo "Vintage".

Como se pode obsetvar claramente no grifico de batras correspondente ao composto,
essa tendéncia é comum aos vinhos do tipo "Tawny" e aos vinhos do tipo "Vintage",
podendo ser representada matematicamente, em ambos os casos, por curvas rectilineas.
Os nfveis apresentados pelos vinhos do tipo "Tawny" sio, porém, superiores em
aproximadamente uma ordem de grandeza em relagio aos vinhos do tipo "Vintage". Este
facto indica-nos que as condi¢des de envelhecimento dos vinhos do tipo "Tawny"

exercem um papel importante na formagio do composto.
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Esta referida na Ht¢raw;a, a.possibilidade de formagio de pitrolidina a partir de Rutxescina
em determinadas condi¢des de meio incluindo aquecimento, ‘E nossa. opinido, contudo,
que, nas condigdes de envelhecimento dos vinhos estudados, a formacio do composto
poderd ter lugar por descarboxilagio enzimatica da prolina, que é Hﬁbituahheﬁiéﬁ'rﬁ dos

aminodcidos mais abundantes, muitas vezes mesmo o mais abundante, dos vinhos.
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De notar que estudos conducentes 4 confirmagio desta nossa convicgio nie se-poderio
reduzir a uma mera monitorizagio simultinea dos teores de prolina e de pirrolidina dada a
grande diferenca das respectivas concentragdes; a formacio de algumas  dezehas ou

centenas de ug/L de pirrolidina pouca influéncia deverio exercet na quantidade presente

de prolina, cuja concentragio ¢ da ordem das centenas de mg/L.v |, yiivi - wsige-
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A dissertagio apresentada pretendeu contribuir para um melhor esclarecimento da
comunidade cientifica e dos consumidotes em geral sobre a problemitica da presenca de aminas
biogénicas em vinhos. Para o efeito, e como amplamente sublinhado nos capitulos introdutérios,
actuou-se a dois niveis distintos mas complementares entre si. Assim, num primeiro plano,
desenvolveram-se métodos analiticos baseados na técnica de cromatografia gasosa - espectrometria de
massa, para a quantificagio de uma larga gama de aminas biogénicas habitualmente encontradas nos
alimentos. Numa segunda esfera de actuagio, procedeu-se 4 aplicacio dos métodos desenvolvidos 20

estudo da origem e da evolugio deste tipo de compostos em vinhos do Porto.

Atendendo a esta estrutura, sio também de dois tipos as conclusdes que se podem retirar do

trabalho efectuado.

Assim, no que respeita aos métodos analiticos desenvolvidos, pensamos ser de salientar os

seguintes aspectos:
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1. O uso de metodolog1as mulu parametrlcas baseadas na técnica de cromatograﬁa gasosa -

P

- espectrometna de massa mostrou-se totalmente adequado para a correcta quanuﬁca(;ao

das aminas blogemcas nas amostras em, estudo ‘ N o o

PR 4./[~~' / [ENS ! ! ’

2. Para os bons resultados ‘obtidos foi essencial a opcio feita pelo uso de reacgéés de
“derivatizacio quimica, responsdveis pela transformagio quantitativa das aminas em
¢ derivados com boas propriedades cromatograficas, e a criteriosa escolha feita dos
compostos usados como padrdes internos. SRS
3, Dos tfes métodos desenvolvidos; pensamos ser de salientar o método baseado no uso de
v loroformato  de "isobutilo como reagente derivatizante. As principais vantagens
“-apreseritadas pelo mesmo dizem respeito i possibilidade de efectuar a andlise
"+ difectamente sobre a amostra, com dispensa de um processo prévio de extracgio das
“ Aininas em estudo, € a possibilidade de analisar simultancamente a grande maioria das
= aminas biogéricad deinterésse (as excepgdes sdo a histamina e as poliaminas).

H [RIE ‘
i

4, As outras duas propostas desenvolvidas apresentam o seu principal interesse na

determinacio da histamina — método baseado na derivatizagio com brometo de
g 'p‘e'ﬁféﬂdoré‘benzilo —— e na determinacio das poliaminas — método baseado na
“dertvitizacio: com anidrido heptafluorobutirico.

PRI PR

5. Atendendo 20s bons resultados obtidos nos ensaios de validagio efectuados para os trés
 miétodos’-ém “questio, designadamente no que respeita aos limites de deteccao e de
qliantiﬁéa(';ib’,'ié“‘ab’é“niVeiS de precisio e de recuperagdo, pensimos tratat-se, N0 seu
“¢ofjunto, de instriteéntos valiosos para o aprofundamento da investigagio enolégica
‘sobte amitias b’ibgﬁ'rﬁ'c"ﬁé, tanto a nivel das industrias vitivinicolas como das organiza¢Ges

N

oficlais.

6. B nossa opinido que as propostas apresentadas contém os requisitos necessirios para
- poderem s€r consideradas como métodos de feferéncia"para a anilise de aminas

AN

biogénicas no tipo de amostras em estudo — mostos e vinhos.




No que respeita aos resultados obtidos nos estudos efectuados sobre a origem e a evolucio

das aminas blogemcas nos vinhos do Porto, pensamos ser de destacar para alem de outros aspectos

SCRATERTSY

ja sublinhados nas conclusoes apresentadas no ﬁnal dos capltulos 7 e 8 08 segumtes pontos:
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1. Os vinhos do Porto apresentam uma boa qualidade global no que respeita a presen¢a de
- aminas biogénicas, parimetro que vem preocupando as.entidades com responsabilidade
na saide p\ibh'ca, em consequéncia do seu envolvimento, ern fenérnenos de intoxicagao e

enolégica envolvida na elaboracio deste tlpq de Vm,h(,)s( .

Lasey rmveovs oiana oknocenan

2. Merecem especial relevo os reduzidos teores (sistematicamente inferiores 2 0,5 mg/L e;
na maioria das amostras, inferiores a 0,1 mg/L) . observados. nas, vinhos do. Porto
analisados para as aminas biogénicas com maior interesse do ponto de vista toxicol6gico
— histamina e tiramina. Esses teores s3o sgbg_tanqiaqut_:ptg fiir;fgriq‘rea a0s. descritos, na
literatura para outro tipo de vin_,hos, e ‘muit‘o, aquém vdos .nivqis .considerados : como
preocupantes pelas entidades oficiais, ,Desta forma,. torna-se,, : possivel . enviar, uma

mensagem de tranqulhdade para os consumidores e para todos os responsaveis pela

v . s )
RS ()(‘utll ff!;ﬂl; AETh S "

elaboragio do produto.™ = v aihile

SO e olenioe o ynipe zad 0D cfnaieenl
3. Uma fracgio 1rnportante das aminas, blogemcas,.encontradas 1nos. vinhes. do, ‘Porto €
proveniente dos mostos. Metece destaque, em, particular, o.caso -da. putrescina,. cuja

formagcio ao longo do processo fermentativo se verificou ser muito reduzida.
R L L O RIS AE T N o1 TR OO
4. As aminas biogénicas cuja formagdo, em termos rgla;iy9§q;é,maj§ ‘jrppgrt;agte,__,dman-te o
processo fermentativp s4o a pirrolidina, a,2-feniletlaming, a isoamilamina;e, a etilamina.
‘Os teores encontrados s3o, conmpdo, gepgricamente, seduzidos,, sistematicamente
inferiores a 1 mg/L. No caso da pigrg}idiflgzg pensamos ser a primeira vez que é referida a

sua presen¢a em vinhos do Porto. T

5. Durante o envelhecimento dos, vinhos existe nma diminuicio .tendencial do teor de.
-aminas biogénicas ,nQ,s‘,“yir;h@si__ApaxdcglarmggtqL.{lo‘,ténta} nos casos da metilamina, da

etilamina, da putrescina e da cadaverina, .

493"



6. De todas as aminas biogénicas estudadas, a Unica que apresentou uma nitida tendéncia
para aumentar ao longo do processo de envelhecimento foi a pitrolidina. A sua formagido
resulta, muito provavelmente, da descarboxilagio da prolina, aminodcido geralmente
abundante nos vinhos, sendo muito mais evidente nos vinhos do tipo "Tawny" do que
nos vinhos do tipo "Vintage". O conhecimento dos teores de pirrolidina podera
constituir um contributo importante para, em conjunto com outros parimetros, se

instituir um sistema de dataciio dos vinhos baseado na sua caracterizagdo analitica.
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