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RESUMO

As aminas biogénicas sdo substancias formadas durante o processo de
fermentacdo dos enchidos e, em concentracdo elevada, séo prejudiciais para os
consumidores.

Este estudo tem como objetivo a determinacdo de aminas biogénicas em
produtos carneos curados apos a adicdo de uma cultura starter de bactéria do acido
lactico (LAB) ao longo do tempo de armazenamento do produto.

Amostras de enchidos tradicionais portugueses, alheira, salpicdo e lombo,
foram estudadas quanto a presenca de seis aminas biogénicas. As concentracées
de triptamina, feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e tiramina foram
determinadas durante o periodo de armazenamento de 90 dias para alheira e 180
dias para salpicdo e lombo em intervalos de 15 dias. As aminas foram extraidas
(extracdo solido-liquido) e derivatizadas por dois métodos diferentes, método
descrito por Eerola et al. (1993) e método AOAC (1999) e a sua quantificacao foi
efetuada por HPLC com detetor de UV. O estudo foi realizado em amostras com e
sem adicao de cultura starter para comparacao.

No método baseado em Eerola et al. (1993) os resultados minimos e
méaximos das concentracdes obtidas de aminas sdo de 8 mg/kg e 23487 mg/kg,
respetivamente. Devido a elevada dispersédo dos valores obtidos estudou-se um
método analitico alternativo. Com o método da AOAC foram obtidos resultados
mais concordantes. Os valores minimos e maximos foram de 0,06 mg/kg e 476
mg/kg, respetivamente, nos trés produtos estudados com e sem cultura. Estes
valores nao ultrapassam os niveis toxicoldgicos sugeridos na literatura, a excecéo
do salpicdo que apresenta concentracdes de putrescina superiores. Os resultados
indicam que a adicdo da cultura starter LAB ndo afeta as caracteristicas de
qualidade das amostras estudadas no respeitante a presenca das aminas
biogénicas determinadas.

Palavras Chave: Aminas Biogénicas, Enchidos Portugueses, Produtos Céarneos,
Culturas Starter, HPLC






ABSTRACT

The biogenic amines are substances formed during the fermentation process
of sausages and in high concentration are harmful to consumers.

This study aims to determine biogenic amines in cured meat products after
the addition of a starter culture of lactic acid bacteria (LAB) over the product’s
storage time.

Samples of traditional Portuguese sausages like “Alheira”, “Salpicado” and
“‘Lombo” were studied for the presence of six biogenic amines. Tryptamine,
phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine and tyramine concentrations
were determined during storage time of 90 days for “Alheira” and 180 days for
“Salpicdo” and “Lombo” at intervals of 15 days. Amines were extracted (solid-liquid
extraction) and derivatized by two different methods, described by Eerola et al.
(1993) and AOAC method (1999) and quantified by HPLC with UV detector. The
study was carried out on samples with and without the addition of starter culture for
comparison.

In the method based on Eerola et al. (1993) the obtained minimum and
maximum concentrations of amines are 8 mg/kg and 23487 mg/kg, respectively.
Due to the high dispersion of the values obtained, an alternative analytical method
was studied. More consistent results were obtained with the AOAC method. The
minimum and maximum values were 0.06 mg/kg and 476 mg/kg, respectively, in the
three products studied with and without culture. These values do not exceed the
toxicological levels suggested in the literature apart from “Salpicdo” which has
higher putrescine concentrations. The results indicate that the addition of the LAB
starter culture does not affect the quality characteristics of the studied samples
regarding the presence of the determined biogenic amines.

Keywords: Biogenic Amines, Portuguese Sausages, Meat Products, Starter
Cultures, HPLC
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Introducdo

1.1 Enquadramento

Hoje em dia hda uma grande preocupacdo com a seguranca e a qualidade alimentar, tanto a
nivel das matérias-primas como do produto final. Esta preocupacdo esta relacionada com a potencial
contaminacdo quimica e microbioldgica. Esta contaminagao advém da produgdo de alimentos em
grande escala e das contaminacGes ambientais. Esta preocupagdo também estd relacionada com a
dificuldade no acesso a nutrientes. Este tema pode resumir-se no conceito de “Food Safety” e “Food
Security”. Com isto, a indUstria alimentar tem sido for¢ada a procurar novos alimentos e novas
matérias-primas para combater a falta de qualidade dos produtos alimentares, procurando assim
outras técnicas para resolver os problemas relacionados com a contaminacdo dos alimentos que

afetam a saude publica.

A seguranca alimentar é uma preocupacao e tendéncia porque o consumidor esta atento e
tornou-se mais exigente com a qualidade da alimentacdo, resultado no aumento da investigacao

sobre temas relacionados com a saude publica.

Desde sempre na histéria da evolugdo do Homem, a carne tem tido um papel relevante na
sua alimentacdo. A partir da legislacdo sobre alimentos, o termo carne engloba todas as partes dos
animais na sua forma fresca ou processada, de forma adequada para consumo humano. Este termo
inclui o tecido de varios musculos contendo mais ou menos tecido adiposo. Em Portugal e no sul da
Europa os habitantes sdo grandes consumidores de produtos carneos na sua forma processada tais

como enchidos e fumados.

Neste trabalho foi desenvolvido um tema inserido no projeto designado como
Dem@Biofumados — Demonstrador de Biofumados Tradicionais vs Qualidade — Produgdo de
Enchidos e Fumados Tradicionais Portugueses. Projeto este co-financiado pelo Fundo Europeu de
Desenvolvimento Regional (FEDER) sob o programa Operacional regional do Norte (PONorte). O
tema esta relacionado com o estudo da qualidade dos enchidos no parametro da qualidade

relacionada com o conteldo das aminas biogénicas.

1.2 Alimentos tradicionais portugueses - enchidos e fumados

Os enchidos fermentados e fumados sdo um dos alimentos tradicionais mais

representativos, produzidos e consumidos ao longo da histdria por varias culturas de diferentes



Introducdo

areas do mundo. Estes apresentam caracteristicas especificas tipicas de determinadas localizacdes
geograficas com diferentes habitos alimentares, histdria, tradicdes, religido e clima. Estes produtos
tém uma grande variedade de flavours, cores e textura, constituindo uma parte importante da
economia local, principalmente na sua cultura e patrimodnio gastrondmico. Geralmente os enchidos
sdo feitos de carne de porco, misturas de carne de porco e carne bovina, ou apenas carne bovina.
As proporcses tipicas sdo de 50 a 60% de carne de porco e de 10 a 20% de carne bovina. Outras
espécies de animais também podem ser usadas, dependendo do tipo de produto e localizacdo
geografica. Existem varios fatores que afetam a qualidade dos enchidos fumados, como a matéria
prima e as condices de maturacdo que influenciam a textura e no flavour do produto final (Toldra,

2008a).

As tecnologias convencionais de fabrico de enchidos fermentados e fumados e enchidos
semi-fumados consiste em misturar carne picada e banha com diferentes especiarias, sal (cloreto de
soédio), nitritos e ou nitratos, hidratos de carbono e outros aditivos. A fermentacdo decorre durante
um determinado periodo e a uma dada temperatura. Apds este periodo o produto é maturado sob
condicOes de temperatura e humidade controladas. Na microflora da carne, as bactérias do acido
lactico (LAB) sdo as responsaveis pelos principais processos de maturacdo dos enchidos
fermentados. As LAB convertem os glicidos (hidratos de carbono) em acido lactico e em pequenas
quantidades de outros metabolitos, fazendo assim o pH diminuir, melhorando a textura dos
produtos e garantindo a estabilidade contra a proliferacdo de patogénicos alimentares (lonescu, et

al., 2007).

A fermentagdo é uma técnica de conservacgao tradicional que estabiliza os produtos carneos
com caracteristicas sensoriais tipicas (Latorre-Moratalla et al., 2008), sendo a fermentacdo em
enchidos feita a partir de carne crua. Em muitos processos esta ndo é processada com temperatura

ou cozinhada, sendo a seguranca a nivel microbiolégico questionavel (Hutkins, 2006).

Apds o processo de fermentagdo sdo aplicados diferentes tratamentos ou combinagdes
destes, como por exemplo a fumagem. O processo de fumagem é um dos processos mais antigos de
conservacdo de produtos alimentares. Este processo confere um sabor caracteristico ao produto e
contribui para a sua conservacdo devido aos efeitos bactericidas e bacteriostaticos dos compostos
do fumo. O fumo exerce propriedades antioxidantes devido aos compostos fendlicos presentes no
mesmo. Contudo este apresenta efeitos indesejaveis associados a presenca de formaldeido e de

outras substancias cancerigenas formadas no processo de fumagem (Toldra, 2008a).
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Na auséncia de controlo das condi¢cdes de higiene, algumas bactérias podem multiplicar-se
e, consequentemente, reduzir a estabilidade e a seguranca do produto. Deste modo, varias
caracteristicas organoléticas dos enchidos podem ser alteradas, tais como a cor, sabor, cheiro e
textura. Sob estas condic¢Bes, algumas substancias toxicas, como as aminas biogénicas, também se
podem formar (Bozkurt & Erkmen, 2004). A presenca de aminas biogénicas nos alimentos é
indesejavel, jda que para além da sua toxicidade podem estar relacionadas com a formacdo de

nitrosaminas (Toldra, 2008b).

1.3 Aminas biogénicas

As aminas biogénicas (ABs) sdo bases orgéanicas de baixo peso molecular que possuem
atividade bioldgica e que podem ser formadas a partir da degradacdo dos aminoacidos durante o
metabolismo normal de animais, plantas e microrganismos (Brink et al., 1990). Nos alimentos estas
aminas sdo formadas a partir de reagdes enzimaticas por acdo de microrganismos presentes nas
matérias-primas, por uma reacao de descarboxilagdo microbiana de aminoacidos (Erdag, Merhan &

Yildiz, 2018).

Na literatura cientifica é possivel encontrar varios estudos sobre ABs, sendo este um tema
gue had muito se pesquisa. Inicialmente estes estudos tinham como objetivo a analise do conteldo
de histamina no pescado e produtos derivados por imposicdo da legislacdo. De acordo com o
regulamento da Comissdo Europeia n® 2073/2005 de 15 de novembro, nos critérios microbioldgicos
para produtos da pesca e derivados, relativamente a concentracdo de histamina, foi estabelecido o

limite maximo de 200 mg/kg para peixe fresco e 400 mg/kg para produtos de pesca.

Atualmente este tema foi alargado a outros produtos tais como vinho, cerveja, produtos
lacteos, carneos, legumes, frutas, café, entre outros. Nos alimentos fermentados, como os enchidos
e aqueles que sdo produzidos de matérias-primas com alto teor de proteinas, um dos parametros
de avaliacdo da qualidade pode ser o conteddo em ABs. As ABs podem estar presentes naturalmente
nos alimentos em quantidades reduzidas, como em frutas e legumes, carne, peixe, chocolate e leite,
mas também podem ser produzidos por microrganismos em grandes quantidades (Suzzi & Gardini,
2003). As “carnes vermelhas” e as “carnes brancas” sdo particularmente suscetiveis a degradacdo
das proteinas, quando sujeitas a condi¢Bes favordveis. Os niveis de ABs nestes tipos de carne, podem

estar relacionadas com a deterioracdo das suas proteinas (Vinci & Antonelli, 2002).



Introducdo

Segundo a FAO/WHO (2013) a quantidade de ABs produzidas depende da concentragdo de
aminodcidos livres presentes, que estd relacionada com as espécies de peixes, assim como com a
guantidade e atividade das enzimas descarboxilase. A quantidade destas enzimas estd relacionada,
guer com o numero de bactérias produtoras de descarboxilase transferidas para o alimento por

contaminacdo, quer com as condic¢des favoraveis a sua multiplicacdo.

Existem muitos fatores que influenciam o conteddo de ABs num alimento, sendo este
conteldo dependente do bindmio tempo/temperatura de armazenamento. Quanto maior for a
temperatura, maior o crescimento bacteriano e maior sera a formacdo de ABs. Assim, a temperatura
é o fator mais importante, porém existem mais fatores que podem estar envolvidos, como o pH, o
teor de sal (cloreto de sdodio), a disponibilidade de oxigénio e a competicdo com outros

microrganismos (FAO/WHO, 2013).

O consumo excessivo destas ABs é preocupante para a salude humana, porque pode gerar
diferentes tipos de doencas, relacionadas com o sistema nervoso central, o sistema gastrico e

intestinal e ter influéncia na pressdo sanguinea (Suzzi & Gardini, 2003).

1.3.1 Estrutura e classificagdo

As ABs podem ser classificadas segundo a sua estrutura quimica, podendo ser: alifaticas, isto
é, sem anéis aromaticos, tais como a putrescina e a cadaverina; aromaticas tais como tiramina e
feniletilamina; ou heterociclicas, como a histamina e triptamina. Outra classificacdo para estas
aminas pode ser elaborada com base no nimero de grupos amina que contém, ou seja, as aminas
sdo agrupadas em monoaminas, como a tiramina e a feniletilamina; e diaminas como a triptamina,
a histamina, a putrescina e a cadaverina (Ozogul & Ozogul, 2020; Spano et al., 2010). A Figura 1.1
apresenta a estrutura quimica de cada amina biogénica estudada neste trabalho e dos seus

respetivos precursores.
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Figura 1.1: Estrutura quimica das ABs em estudo e dos seus precursores.

1.3.2 Formagdo de aminas biogénicas

O conteldo de ABs presentes num determinado produto pode variar dependendo de varios
fatores extrinsecos e intrinsecos durante o processo de producdo do mesmo, como as condi¢des de
maturacdo, a formulacdo, os parametros fisico-quimicos e proteoliticos, o desenvolvimento da

microflora e a atividade descarboxilase (Latorre-Moratalla et al., 2008).

As ABs em produtos alimentares sdo geradas principalmente por descarboxilacdo dos
aminoacidos precursores correspondentes, sendo os parametros mais comuns para a sua formacao,
a disponibilidade de aminodcidos livres, a presenca de microrganismos (descarboxilase-positivos), as
condicGes favordveis ao crescimento bacteriano e sintese e a atividade de descarboxilase. Estirpes
microbianas com elevada atividade enzimatica proteolitica contribuem para o aumento do risco de
formacdo de ABs em matrizes alimentares, aumentando a disponibilidade de aminodcidos livres
(Karovicova & Kohajdova, 2005). Esses parametros sdo influenciados principalmente por a
disponibilidade de substrato, pela temperatura, pH e concentracdo de cloreto de sddio (Naila et al.,

2010).

A descarboxilacdo de um aminodcido por acdo da descarboxilase é uma reacdo enzimatica
catalisada pelo fosfato piridoxal resultando nos seguintes produtos: didxido de carbono e a amina

biogénica correspondente ao aminodcido precursor como indicado na Figura 1.2 (Cellini et al., 2013).
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Figura 1.2: Descarboxilagdo de aminoacidos (adaptado de Erdag et al. (2018)).

Uma temperatura étima para o crescimento microbiano favorecerd o metabolismo e a
proliferacdo celular e deste modo o aumento de ABs (Ahmad et al., 2019). Segundo Gardini et al.
(2001) e Gardini et al. (2016) citados por Ahmad et al. (2019), a concentragdo de sal influéncia a
acumulacdo de ABs, ou seja, 0 aumento da sua concentracdo inibe o crescimento de microrganismos
com atividade descarboxilase e consequentemente favorece a acumulacdo de ABs. O pH é outro
fator chave que influéncia a atividade descarboxilase dos aminodcidos. Assim, Joosten (1988) citado
por Gardini et al. (2001) refere que, temperatura elevada, pH elevado e concentracdo de sal baixa
tem sido reportado como fatores que aceleram a acumulacdo de aminoacidos livres e,

consequentemente, estimulam a formacdo de aminas.

O aumento da atividade de enzimas proteoliticas em estripes microbianas torna os
aminoacidos livres mais disponiveis e suscetiveis a formacdo de ABs em matrizes alimentares (Ahmad

et al., 2019; Ozogul & Ozogul, 2020).

A histamina cujo nome IUPAC é 2-[4-imidazole]-etilamina, é uma amina de baixo peso
molecular formada a partir da descarboxilacdo da histidina e da enzima L-histidina descarboxilase
(HDC), que depende do cofator piridoxal-5'-fosfato. A histidina descarboxilase (HDC) é uma enzima
gue estd presente em varias células animais, incluindo no sistema nervoso central, neurdnios,

mucosa gastrica, células parietais, mastdcitos e basofilos (Shahiid et al., 2009).

A formacdo de histamina nos produtos carneos pode ocorrer através da atividade de
microrganismos que possuem a descarboxilase-positiva especifica a histidina. Estes microrganismos
pertencem maioritariamente a familia de Enterobacteriaceae e a algumas espécies de Lactobacillus

e Pseudomonas (Kanki et al., 2007).
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A formacdo de tiramina durante a fermentacdo deve-se principalmente a descarboxilacao
da tirosina devido a atividade de varios microrganismos, tais como as bactérias produtoras de acido

lactico incluindo Lactobacillus e Enterococcus (Guerrini et al., 2007).

A formacdo de cadaverina em produtos carneos deve-se a descarboxilacdo enzimatica da
lisina por acdo de vdrias espécies de Enterobacteriaceae presentes nas etapas iniciais do processo

de fermentacdo de produtos de enchidos (Tateno et al., 2008).

A putrescina é produzida principalmente por contaminacdo com varias estirpes de
Enterobacteriaceae, sendo também produzida por algumas espécies de Lactobacillus e Enterococos

fecais (Komprda, Sladkova & Dohnal, 2009).

A triptamina resulta da descarboxilacdo do aminodcido triptofano como resultado da

atividade da descarboxilase deste aminoacido aromatico (Torrens-Spence et al., 2013).

Afeniletilamina também pode resultar da descarboxilacdo da fenilalanina por vérias espécies

de Enterococci e Lactobacillus (Ansorena et al., 2002).

Assim, a descarboxilacdo dos aminodcidos, por acdo de enzimas descarboxilase bacterianas,
desempenha um papel fundamental na formacdo de ABs, sendo os microrganismos os

intervenientes responsaveis desta degradacdo, tal como mostra a Figura 1.3.
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Figura 1.3: Fatores que influenciam a formacdo de ABs em produtos céarneos (adaptado de Ruiz-Capillas &

Colmenero (2005)).
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1.3.3 Culturas “starter” e a formacgao de aminas biogénicas

Os alimentos fermentados sdo produtos de valor acrescentado, sdo ricos em nutrientes, tém
um tempo de vida util longo e sdo faceis de consumir. As qualidades organoléticas destes alimentos
sdo elevadas, particularmente em termos de sabor, aroma e cor. Para a producdo de produtos
fermentados € necessaria uma cultura de iniciacdo, tal como as estirpes de LAB, sendo a maioria das
culturas de partida de carne Lactobacillus pentosus, L. casei L. curvetus, L. planterum, L. sakei,

Pediococcus acidilactici e P. Pentosaceus (Verma, Singh & Vikas, 2012).

As LAB sdo muito usadas na industria de produtos carneos como culturas de arranque

(starter) para a fermentacdo de enchidos (Suzzi & Gardini, 2003).

Os alimentos sdo fermentados por LAB, que sdo consideradas geralmente ndo téxicas e ndo-
patogénicas, no entanto algumas espécies podem produzir ABs (Spano et al., 2010). As culturas
starter sdo bastante usadas na fermentacdo da carne para reduzir o pH de forma rapida e assim,

garantir a seguranca do produto (Parente et al., 2001).

Os enchidos fermentados resultam tanto da acdo dos microrganismos como dos
aminodcidos livres. Os fatores ambientais favoraveis ao crescimento bacteriano e a atividade de

descarboxilagdo conduz a formacdo de ABs (Santos, 1996).

De acordo com os estudos de Leuschner, Heidel & Hammes (1998), valores elevados de
glucose e sal, e baixos de temperatura e pH, exercem um efeito negativo na degradagao de aminas
em enchidos. Existem estudos que mostram varios métodos de reduzir a formagdo de ABs nos
alimentos, tais como o uso de aditivos (Mah & Hwang, 2009a) e o processamento a alta pressdo
(HPP) (Latorre-Moratalla et al., 2007). Além destes existe a técnica de irradiacdo (Kim et al., 2005), o
controlo da temperatura (Du et al., 2002) e a adi¢do de culturas starters (Mah & Hwang, 2009b). No
estudo de Mah & Hwang (2009b) foi possivel reduzir 16% do conteldo total de ABs no produto

estudado.

1.3.4 Aminas biogénicas em produtos carneos

Os alimentos fermentados requerem por definicdo um elevado crescimento de
microrganismos. No entanto, estes muitas vezes sdo responsdveis pela acumulacdo de ABs,

especialmente durante a fase de maturacdo (Ancin-Azpilicueta, 2008; Rabie et al., 2011; Suzzi &
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Gardini, 2003). Além dos produtos cdrneos outros alimentos podem conter ABs. A tiramina é
encontrada em varios alimentos, principalmente alimentos e bebidas envelhecidos e fermentados,
como queijos, bananas maduras, abacate, figos enlatados, amendoins, arenque em conserva,

produtos cdrneos fumados e fermentados e bebidas alcodlicas (vinho, cerveja) (Gléria, 2003).

A detecdo precoce de bactérias produtoras de ABs é essencial na indUstria alimentar para

evitar o risco de formagdo destas aminas (Spano et al., 2010).

A partir de uma revisdao da literatura apresentam-se na Tabela 1.1 os valores de

concentracdo de ABs em varios produtos carneos expressos em mg AB/kg produto carneo.

Tabela 1.1: Contelido de ABs (mg/kg) de estudos de varios autores em produtos carneos (adaptada de Suzzi &

Gardini (2003)).

Aminas/

TRIP FENI PUT CAD HIS TIRA Referéncia

Producto

Salame (industrial) 4 4 279 103 71 220 Montel et al. (1999)
Salame 0 1 223 71 15 164 Montel et al. (1999)
(tradicional)

Soppressata 3 99 61 22 178 Parente et al. (2001)
Linguica 0 20 7 0 77 Parente et al. (2001)

Vandekerckhove

i 1 1 4 7
Enchidos belgas 5 3 3 (1977)

Enchidos Eerola et al. (1996);
finlandeses 15 13 = >0 >4 88 Eerola et al. (1998)

. Eerola et al. (1996);
Enchidos russos 22 11 93 10 89 110 Eerola et al, (1998)
Salsichas Eerola et al. (1996);
dinamarquesas 27 2 130 180 ? >4 Eerola et al. (1998)

Eerola et al. (1996);
Mettwurst 18 3 77 6 21 72 Eerola et al, (1998)
. Hernandez-Joveer et
Chourica 16 1 60 20 18 282 al, (1997)
Herndndez-Joveer et
Salame 9 7 103 12 7 281 al, (1997)
Herndndez-Joveer et
Fuet 9 2 72 19 2 191 ol (1997)
Sobrasada 12 2 65 123 9 33 Hernandez-Joveer et
al. (1997)
Enchidos egipcios 13 10 39 19 5 14 Shalaby (1993)
Enchidos chineses 18 30 45 160 115 120 Liu et al. (2018)
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Os vdérios estudos realizados com os produtos indicados na Tabela 1.1 mostram que, de

forma geral, as ABs encontradas em maior quantidade sdo a tiramina e a putrescina.

As ABs tiramina, putrescina, cadaverina, feniletilamina e triptamina e também a histamina
foram detetadas em carnes fermentadas, enquanto a espermina e a espermidina foram detetadas
em niveis significativos em carnes frescas (Vidal-Carou et al., 2009; Stadnik & Zbigniew, 2010).
Contudo, segundo Vidal-Carou et al. (2009), a formacao das referidas ABs em produtos fermentados,
ndo estd diretamente associada a qualidade das matérias-primas utilizadas, mas sim, relacionada

com a ac¢do dos microrganismos envolvidos no processo de fermentacdo.

1.3.5 Aminas biogénicas como indicador de qualidade

A anadlise de ABs é importante devido as preocupacdes relacionadas com a salde humana e
também por ser uma forma de monitorizar a toxicidade microbioldgica, assim como a qualidade e
seguranca dos alimentos indicando o grau de frescura ou deterioragcdo dos mesmos (Ahmad et al.,

2019; Onal, 2007).

As ABs sdo fatores naturais de desnutricdo e sdo importantes do ponto de vista de higiene,
pois tém sido indicadas como agentes causadores de varios episddios de intoxicagdo alimentar e
capazes de iniciar varias reag®es farmacoldgicas. Elevados teores de ABs podem denunciar mas
condi¢cBes de processamento e/ou armazenamento tanto no aspeto de falta de higiene como na
utilizacdo de temperaturas pouco adequadas. O mesmo se aplica as matérias-primas sem qualidade

e/ou utilizadas no limite da sua conservacdo (Onal, 2007).

Nos alimentos, a presenca de grandes quantidades de ABs é uma indicacdo de uma possivel
preparacdo defeituosa, deterioracdo e atividade microbiana indesejada (Taylor, 1986). No processo
de deterioragdo em peixe e carne existem quantidades elevadas de histamina, putrescina e
cadaverina (Mohammed et al., 2016). A mistura bindria de putrescina e cadaverina é considerada
como indice de aceitacdo da qualidade na carne fresca. O aumento deste indice esta correlacionado
com a deterioracdo do produto, assim como com a carga microbiana presente no mesmo (Ahmad et
al., 2019). Outros autores referem de forma semelhante que a concentracdo elevada de putrescina
e cadaverina sdo indicadores de alimentos deteriorados (Karovicova & Kohajdova, 2005). A
putrescina, tal como Komprda et al. (2009) refere, pode aumentar o efeito negativo da tiramina e da

histamina na saude humana.

-11 -
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1.3.6 Efeitos toxicoldgicos e o seu impacto na saude humana

Como referido anteriormente as ABs sdo substancias organicas presentes em alimentos que

induzem riscos toxicoldgicos e problemas de sadde (Karovicova & Kohajdova, 2005).

O estabelecimento de limites de toxicidade de ABs num determinado produto, é de um
modo geral muito dificil, pois ndo depende apenas da concentracdo destas, mas também da
influéncia de outros compostos existentes, assim como do préprio consumidor, ou seja, da sua

suscetibilidade e estado de saude (Feddern et al., 2019; Ruiz-Capillas & Colmenero, 2005).

Segundo a opinido cientifica sobre o risco baseado no controlo da formacdo de ABs em
alimentos fermentados publicado pela EFSA em 2011, a histamina e a tiramina sdo consideradas as
aminas mais toxicas e relevantes do ponto de vista da seguranca alimentar. Estas aminas sdo uma
grande preocupacdo nos alimentos fermentados devido a enorme atividade microbial associada e

ao potencial de formacao das mesmas.

O consumo excessivo de ABs pode ser preocupante para a saude, porque a absorcado nao
equilibrada destas no organismo humano pode gerar diferentes graus de doenca, determinados pela
sua agdo nos sistemas nervoso, digestivo, respiratério e circulatério (Suzzy & Gardini, 2003).
Contudo, estas também tém um papel bioldgico critico no corpo humano, tendo funcgdes fisioldgicas
essenciais nos sistemas referidos. Deste modo, as ABs sdo necessarias no sistema imunoldgico, nos
intestinos e na continuacdo da atividade das fun¢des metabdlicas padrdao do organismo humano

(Erdag et al., 2018).

Altas quantidades de ABs podem diminuir a qualidade dos alimentos e produzir varios
sintomas fisiolégicos, como nduseas, reacles alérgicas, dificuldade respiratéria, dor de cabecga,
suores, palpitacdes cardiacas e hipertensdo ou hipotensdo arterial (Feddern et al., 2019). Estas sdo
também conhecidas por serem um potencial precursor das nitrosaminas cancerigenas (Ozogul &

Ozogul, 2020).

Em condi¢Bes normais nos seres humanos, as aminas exdgenas absorvidas através dos
alimentos sdo rapidamente eliminadas pela acdo da amina oxidase. Contudo no caso de individuos
alérgicos, ou quando estdo presentes no organismo inibidores de monoamina, ou ainda quando sdo
consumidos niveis muito elevados de aminas, o processo de desintoxicacdo é perturbado e as ABs

acumulam-se no corpo humano (Karovicova & Kohajdova, 2005).
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Na Unido Europeia apenas existe regulamentagdo para o limite de histamina em produtos
de pesca, com o regulamento (EU) n2 1019/2013 da Comissdo a estabelecer o valor limite de 200

mg/kg.

1.3.7 Determinacdo de aminas biogénicas

Na literatura encontram-se varios trabalhos experimentais realizados com produtos carneos
fermentados como por exemplo salame, com os resultados da concentracdo de ABs a variarem entre
as diferentes publicacdes. E possivel observar essas diferencas na Tabela 1.1 apresentada
anteriormente onde, por exemplo, as concentra¢des de cadaverina no salame variam entre 12 e 103
mg/kg. Essas diferencas resultam de muitas varidveis, tais como a composicdo qualitativa e
guantitativa da microflora microbial, a composicdo quimica dos produtos, as variaveis fisico-
guimicas, os procedimentos de higiene adotados durante a producdo, as condi¢es de temperatura
e a presenca de culturas (Suzzy & Gardini, 2003). Os enchidos sdo produtos de valor acrescentado

com caracteristicas muito especificas que dependem do local de producdo.

Existem varios métodos para determinar ABs nos alimentos. Métodos baseados em
cromatografia, em eletroforese ou métodos baseados em biossensores. A quantificacdo das ABs em
amostras alimentares tem sido realizada principalmente por métodos cromatograficos, como a
cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC ou LC), cromatografia
liquida de ultra resolucdo (UPLC), cromatografia idnica (IC), cromatografia de camada fina (TLC),
cromatografia liquida de pares idnicos (IPLC) e eletroforese capilar (CE). Contudo, nos ultimos anos
desenvolveram-se sensores para determinacdo de ABs como alternativa as técnicas cromatograficas
devido aos equipamentos dispendiosos e ao tempo consumido nesta metodologia (Erim, 2013).
Realcar que é imperativo utilizar um detetor sensivel e eficiente para garantir a confiabilidade do
método analitico no seu todo. Neste contexto, varios processos de detecdo de BAs foram reportados
em diversos estudos, tais como ultravioleta (UV), UV indireto, espetrometria de massa (MS),
eletroquimica, condutometria, enzimdtica, imunoensaios e de PCR (Polymerase Chain Reaction)

(Neofotistos et al., 2019).

Sendo os métodos cromatograficos de TLC, GC e LC os métodos mais usados, existem
vantagens e desvantagens entre estes. O método TLC é simples e ndo requer equipamento
especifico, mas é um método demorado e os resultados sdo imprecisos, sendo este um método

semi-quantitativo. A utilizacdo do método de GC ndo é frequente na determinacao de ABs, sendo a
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LC com pré ou pos coluna, apds derivatizacdo a técnica mais utilizada para separacdo e quantificacdo
destas (Lazaro & Junior, 2014). A quantificacdo de ABs no estudo aqui apresentado foi efetuada pelo

método HPLC com detetor de UV.

O HPLC é um método analitico que consiste no bombeamento de um solvente liquido
pressurizado (tipicamente uma mistura de solventes) - fase médvel, que transporta a mistura da
amostra através de uma coluna que preenchida com um material adsorvente sélido - uma fase
estaciondria. Assim, um pequeno volume discreto (microlitros) da mistura da amostra a ser separada
e analisada é introduzida na corrente da fase movel que passa através da coluna. Como cada
componente da amostra interage de forma diferenciada com o material adsorvente da coluna, entdo
a velocidade a que cada um destes componentes se move através da coluna também é diferente, o
gue permite a sua separacdo conforme eles eluem para fora da coluna. Deste modo, a velocidade
de cada componente depende da sua natureza quimica, da natureza da fase estacionaria (coluna) e
da composicdo da fase mével. O momento em que um analito especifico elui (emerge da coluna) é
chamado de tempo de retencdo, sendo este uma caracteristica identificadora de um determinado
analito se medido sob condicdes particulares. A detecdo dos varios compostos constituintes da
amostra é efetuada principalmente por detetores de absorvancia para compostos organicos e por
detetores de condutividade e eletroquimicos para componentes metalicos e inorganicos (Franson et

al., 1998).

1.3.8 Estudos de determinagao de aminas biogénicas por HPLC

A determinacdo de ABs efetuada neste estudo, como referido anteriormente foi por
cromatografia liquida de alta resolugcdo. Houve assim a necessidade de resumir os varios estudos que

existem na literatura e analisar os procedimentos que utilizam HPLC (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2: Procedimentos analiticos para a determinagdo de ABs por HPLC em diferentes estudos.

Introducgdo

Tratamento da amostra

Derivatizagao

Referéncia

Triturar 5 g de amostras;

Homogeneizar por 1 min com 25 mL de 4cido percldérico 0,4M;
Centrifugar a 8000 g durante 10 min;

Recolher a fase aquosa e extrair novamente o residuo usando o
mesmo procedimento;

Combinar os dois extratos.

100 pL aminas;

300 plL de NaHCOs (20 g/L);

500 pL de Ds (5 g/L);

3s vortex;

Incubar no escuro a 45 °C durante 60 min;
100 pL de hidréxido de amonia 25% (m/v);
Ajustar a 2 mL com acetonitrilo.

Liu et al. (2018)

2 g de amostra;

Adicionar padrdo interno;

Homogeneizar com 10 mL de acido perclérico 0,4 M no ultraturrax;
Centrifugar por 10 min a 3000 rpm;

Recolher a fase aquosa e repetir extragdo com 10 mL de acido
perclérico 0,4 M e misturar no vortex;

Centrifugar como anteriormente;

Combinar ambos os sobrenadantes e ajustar a 25 mL com &cido
perclérico 0,4 M.

1 mL extrato de amostra;

200 puL NaOH 2 N;

300 plL NaHCOs saturado;

2 mL dansilo;

Incubar a 40°C durante 45 min;

100 pL hidréxido de amonia;

Depois de 30 min, ajustar a 5 mL com acetonitrilo;
Centrifugar por 5 min a 2500 rpm;

Filtrar sobrenadante por um filtro 0,45 um.

Eerola et al. (1993)

10 g de amostra;

20 mL de HCI 0,1 M;

Adicionar padrao interno;

Saturar com NaCl ajustando o pH a 11,5;
Agitar por 30 min.

1 mL extrato de amostra;

200 pL NaOH 2 N;

300 pL NaHCOs3 saturado;

2 mL dansilo;

Incubar a 40 °C por 45 min;

100 pL hidréxido de amoénia;

Depois de 30 min, ajustar a 5 mL com acetonitrilo;
Centrifugar por 5 min a 2500 rpm;

Filtrar sobrenadante por um filtro 0,45 pm.

Moret & Conte (1996)
Parente et al. (2001)
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Tabela 1.2: Procedimentos analiticos para a determinagdo de ABs por HPLC em diferentes estudos (continuagdo).

Introducgdo

Tratamento da amostra

Derivatizagao

Referéncia

5 g de amostra;

20 mL de 4cido percldrico 0,4 M;

Misturar no vértex e manter numa camara fria a 4°C por 2 h;
Centrifugar a 3000 g a 4°C por 10 min;

Recolher sobrenadante e extrair o residuo novamente com um
volume igual de acido perclérico 0,4 M;

Combinar ambos os sobrenadantes;

Ajustar volume final a 50 mL com acido perclérico 0,4 M;
Filtrar o extrato.

1 mL extrato;

200 pL NaOH 2 Mm;

300 plL NaHCOs3 saturado;

2mL dansilo (10 mg/mL);

Incubar a 40°C por 45 min;

100 pL de hidroxido de amodnia 25%;

Depois de incubar por 30 min a 25°C ajustar o volume a 5 mL
com acetonitrilo;

Centrifugar a 3000 g por 5 min;

Filtrar sobrenadante através de um filtro 0,2 pm.

Yoon et al. (2015)

4g amostra;

10 mL de acido percldrico 0,4M;

200 pL padrdo interno (Pl);

Homogeneizar no ultraturrax;

Centrifugar a 3000 rpm por 10 min;

Recolher sobrenadante para um baldo volumétrico de 25 mL;
Extrair residuo novamente com uma quantidade igual de acido
perclérico 0,4 M;

Combinar sobrenadantes e ajustar volume final a 25mL com acido

perclérico 0,4 M.

1mL extrato bioldgico;

200 plL NaOH 2 M;

300 plL NaHCOs saturado;

2 mL dansilo (10mg/mL);

Incubar a 40°C por 45min;

100 L de hidréxido de amdnia 25%;

Depois de incubar 30 min os extratos foram ajustados a 50 mL
com acetonitrilo;

Centrifugar por 5 min a 2500 rpm;

Filtrar sobrenadante através de um filtro 0,5 pm.

Ben-Gigirey et al. (1998)
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1.4 Obijetivos do trabalho

Neste trabalho determinou-se o conteldo de ABs em trés produtos fumados, alheira,
salpicdo e lombo. Foram preparados para o estudo dois tipos de enchidos, uns com adicdo de uma
cultura starter e outros sem adicdo, designados produtos controlo. Foi assim avaliada a influéncia da
cultura starter Lactobacillus plantarum ST153ch (cultura LAB) na formacdo de ABs nestes produtos

ao longo do tempo de armazenamento do produto.

Um dos objetivos deste trabalho foi implementar uma metodologia para a determinagado
simultanea de varias ABs por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC). Um segundo objetivo
deste trabalho consistiu em verificar a influéncia da cultura LAB na formacdo de ABs nestes produtos,
e avaliar a sua concentracdo ao longo do tempo. Foram quantificadas as aminas triptamina,
feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e tiramina em seis produtos: alheira controlo (AC),
alheira LAB (ALAB), salpicdo controlo (SC), salpicdo LAB (SLAB), lombo controlo (LC) e lombo LAB
(LLAB).
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Material e Métodos

2.1 CondigGes gerais

Neste estudo analisou-se o conteldo de ABs em trés produtos fumados: alheira de vitela,
salpicdo fatiado e lombo fatiado. A estes trés produtos foi adicionada a sua composicdo estirpes de
Lactobacillus plantarum ST153ch, como cultura de arranque (starter), com o objetivo de prolongar
o tempo de prateleira. Para estudos comparativos usaram-se trés produtos controlo, alheira de

vitela, salpicdo fatiado e lombo fatiado, sem adi¢do de cultura LAB na sua formulacao.

As aminas foram determinadas por HPLC com detetor de DAD (Diode-Array). As ABs
selecionadas para a quantificacdo foram a triptamina, a feniletilamina, a putrescina, a cadaverina, a
histamina e a tiramina. Na preparacdo das amostras para analise por HPLC realizou-se uma extracdo
com 4cido percldrico, seguida de uma derivatizacdo com solugdo de cloreto de dansilo. O método
de extracdo foi realizado por dois procedimentos distintos. O método 1 (M1) foi baseado no método
Eerola et al. (1993) e o método 2 (M2) seguiu o procedimento do J. AOAC (1999). Foram realizadas
ligeiras alteracdes nos dois métodos. O padrdo interno (Pl) utilizado nos dois métodos foi o 1,7-

diaminoheptano.

2.2 Amostras

As amostras foram fornecidas no &mbito do projeto DEM@BIOFUMADOS. Foram estudadas

a alheira do lote 3, o salpicdo e o lombo do lote 1.

Os produtos carneos estudados tém na sua composi¢cdo um conteldo de carne varidvel, ou
seja, aproximadamente 92 %, 50 % e 90 % no salpicdo fatiado, na alheira de vitela e lombo fatiado,
respetivamente. Relativamente a composicdo destes produtos, o salpicdo tem na sua composicdo
27 % de proteina, 2,5 % NaCl e 41 % de humidade; a alheira tem 14 % de proteina, 1,1 % NaCl e 57

% de humidade; e o lombo tem 23 % de proteina e 55 % de humidade.

A alheira de vitela foi produzida a partir de uma mistura de varios tipos de carne (vitela,
porco e aves), pao, cebola, temperos, azeite e sal, seguindo um procedimento interno da empresa
para a fumagem. Nas alheiras com adicdo da cultura LAB, esta foi misturada juntamente com os
outros ingredientes na mistura inicial sendo estas chamadas de amostras LAB. Apds a fumagem a
alheira foi embalada em atmosfera modificada com 20 % de CO, e 80 % de N; e armazenada a 4 °C,

sendo este o tempo zero.
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O salpicdo foi preparado a partir de carne de porco, vinho, alho e pimenta maioritariamente,
seguindo o procedimento interno da empresa para a fermentagdo/fumagem. Para as amostras LAB,
a estirpe de bactérias laticas so foi aplicada no produto final depois de fatiado. As amostras de

salpicdo fatiado foram embaladas a vacuo e armazenadas a 4 °C, sendo este o tempo zero.

O lombo foi preparado por adicdo ao lombo de porco de sal, condimentos e especiarias. Tal
como no salpicdo a adicdo de bactérias lacticas foi efetuada no produto acabado fatiado. As amostras

de lombo fatiado foram embaladas a vacuo e armazenadas a 4 °C, sendo este o tempo zero.

A amostragem foi efetuada em intervalos de 15 dias, sendo as amostras imediatamente
congeladas a -18 °C antes da realizacdo das analises. A alheira foi analisada ao longo do tempo
durante o armazenamento de 90 dias, ou seja, desde o tempo O (t=0) até 90 dias (t=90).
Relativamente, ao salpicdo e lombo fatiados, o tempo de armazenamento foi prolongado até 180
dias, tendo sido realizadas amostragens ao longo do tempo, desde o tempo O (t=0) até ao tempo
180 dias (t=180). A ultima amostragem para todos os produtos coincidiu com o ultimo dia de

armazenamento.

No laboratdrio, antes do inicio das extracGes nas amostras, estas foram trituradas sendo
apenas a parte comestivel de cada produto utilizada, excluindo-se assim a tripa envolvente destes

produtos.

As amostras foram codificadas segundo A, S e L para a alheira, salpicdo e lombo,
respetivamente. A esta codificagao foi acrescentado o sufixo C para as amostras que ndo continham

cultura starter —amostras controlo, e o sufixo LAB para as amostras com adicdo de cultura starter.

2.3 Métodos

Neste estudo implementaram-se duas metodologias para determinacao de ABs em produtos
carneos. Tal como indica a Figura 2.1, realizaram-se testes preliminares antes de iniciar a
implementacdo do método e posteriormente fizeram-se testes de repetibilidade e afericdo do
método. Apds a andlise dos resultados obtidos no primeiro método (M1) verificou-se que alguns dos
resultados apresentavam valores de histamina bastante elevados (aproximadamente 23500 mg/kg).
Por essa razao, fez-se a afericdo do método 1 que, apesar de apresentar resultados mais
concordantes, decidiu-se optar por um método alternativo (M2) e por repetir o estudo nas mesmas

amostras pois este segundo método é um método mais rapido.
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No método 2 também se efetuaram testes preliminares sendo posteriormente desenvolvida

toda a metodologia para a determinacdo das ABs.

Implementagdo

do método
baseado em Implementagdo
Método Eerola et al. Método do método
1 (1993) 2 segundo AOAC
Testes Aferigdo e Testes Testes de
preliminares testes de preliminares repetibilidade

repetibilidade

Figura 2.1: Linha cronoldgica de desenvolvimento dos trabalhos do presente estudo, Método 1 e

2.3.1 Método 1

0O método 1 foi baseado no método desenvolvido por Eerola et al. (1993) com modificagdes
de modo ajustar o método as condig¢des de trabalho do laboratério. Neste método foi determinado
o conteudo de ABs em amostras de alheira, salpicdo e lombo fatiados. Apenas foi determinado o
conteudo de histamina, putrescina e cadaverina nestas amostras. A alheira foi analisada nos tempos
0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias em ambos os batchs (controlo e LAB) e o salpicdo e o lombo fatiados
foram analisados nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 dias, também

em ambos os batchs (controlo e LAB).

a. Reagentes

Neste método foram usados padrdes de ABs na forma de sais hidrocldricos. A putrescina e
a histamina fornecidas por Acros Organics e a cadaverina fornecida por Sigma-Aldrich. Como padrao
interno foi usado o 1,7-diaminoheptano, fornecido por Acros Organics, e como agente derivatizante
foi usado o cloreto de dansilo - Ds (cloreto de 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo) fornecido pela
Sigma-Aldrich. Todos os padrdes foram guardados segundo indica¢do do fabricante até ao momento

da sua utilizagdo, tendo-se colocado o cloreto de dansilo na cdmara de congelacdo a -20 °C.

Para a extracdo das amostras foi usado o acido perclérico fornecido por Riedel-de-Haén.

Foram ainda usados o hidroxido de sédio fornecido por Fisher Chemical, o hidrogenocarbonato de
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sodio e a acetona ambos fornecidos por Riedel-de-Haén, a solugdo de amodnia fornecida por Merck

Millipore e o acetonitrilo fornecido por J. T. Baker.

As caracteristicas das substancias referidas apresentam-se na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Caracteristicas dos reagentes utilizados no método 1.

Grau de i Massa Molar
Reagentes CAS? Férmula molecular

pureza (%) (g/mol)
Putrescina® 99+ % 333-93-7 NH2(CH2)aNH2 - 2HCI 161,07
Cadaverina® >99 % 1476-39-7 NH2(CH2)sNHz - 2HCI 175,10
Histamina® 99 % 56-92-8 CsHoN3s - 2HCI 184,07
1,7-diaminoheptano (PI) 98 % 646-19-5 NH2(CH2)7NH: 130,23
Cloreto de dansilo >99 % 605-65-2 C12H12CINO,S 269,75
Acido perclérico 70 % 7601-90-3 HClO4 100,454
Hidréxido de sédio 98,3 % 1310-73-2 NaOH 39,997
Hidrogenocarbonato de sédio 99,7 % 144-55-8 NaHCOs 84,01
Acetona >99,5 % 67-64-1 CH3COCH3 58,08
Solugdo de aménia 25% 1336-21-6 NH4OH 17,03
Acetonitrilo >99,8 % 75-05-8 CHsCN 41,053

@ CAS: Chemical abstracts service
b padrdes de ABs fornecidas na forma de sais hidrocldricos.

b. Material e equipamento

As amostras foram armazenadas numa camara de refrigeracdo (Iberna) e posteriormente
trituradas numa picadora (Flama, picadora Pikatti 1705FL). Usou-se uma balanca analitica com
precisdo de 0,0001 g para pesar todos os padr&es e as amostras (Mettler Toledo AE 200), tendo sido
usado para a extragdo o vortex (ZX3 Advanced Vértex Mixer), o ultrassons (Sonica Ultrasonic Cleaner)

e a centrifuga (Finsen Bunsen).

Para cada extracdo de amostra usaram-se dois tubos de centrifuga de 50 mL de capacidade,
uma micropipeta (100-1000 ul), uma pipeta graduada (10+0,1 mL), um kitasato, um funil de
Blchner, um filtro de fibra de vidro (Whatman Reeve Angel - filter paper, Grade 403) e um baldo
volumétrico de 25,0 mL. Na derivatizacdo dos extratos usou-se um baldo volumétrico de 5,0 mL,
micropipetas (Handrop Digital - SC), uma placa de aquecimento (ARE Heating Magnetic Stirrer) -

onde se aqueceram as amostras em banho-maria, e papel de aluminio - para envolver o baldo
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volumétrico de modo a proteger o derivatizado da luz. Para medicdo do pH usou-se papel indicador

de pH 0-14 da Whatman (Type CF).

Na derivatizacdo dos extratos das amostras usou-se uma placa de aquecimento (ARE Heating
Magnetic Stirrer) para manter a temperatura das amostras durante a derivatizacdo e posteriormente
usou-se o HPLC para a identificacdo e determinacdo das ABs. Todas as amostras antes de serem
injetadas no HPLC foram filtradas por filtros de seringa da Whatman com porosidade de 0,2 um. A
determinacdo em HPLC foi efetuada através de um sistema analitico da Thermo Scientific Ultimate

3000.

c. Preparagdo dos padrdes e reagentes

As solucBes padrdo foram preparadas com a concentrac¢do de sal hidroclérico de 8 mg/mL
utilizando como solvente dgua desionizada. Todos os padrdes foram homogeneizados em ultrassons

e armazenados a 4 °C, podendo ser armazenados até trés semanas apos a sua preparagao.

O reagente de derivatizacdo Ds foi preparado na concentracdo de 28 mg/mL, ou seja,

adicionou-se 0,56 g de Ds a 20 mL de acetona.

A solucdo de acido perclérico 0,4 M foi preparada por diluicdo de 34,4 mL de acido
concentrado (HCIO4 - MM=100,454 g/mol; 70% (m/m); 1,67 g/mL) a 1 L com agua desionizada. A
solugdo aquosa de hidréxido de sédio foi preparada com 8,0 g em 100 mL, sendo a concentragao
final de 2 N. Como a solubilidade do hidrogenocarbonato de sddio é de 7,8 g/100mL, a solugdo
aquosa foi preparada com uma massa superior para se obter uma solucdo saturada. A solugdo de
amonia foi preparada diluindo a solugao de 25 % para 12,5 % usando 5 mL da solug¢do concentrada

(Solugdo de NHz - MM=17,03 g/mol; 25% (m/m); 0,91 g/mL) e aferindo a 10 mL.

d. Procedimento

Para cada amostra retirou-se a tripa e triturou-se. Estas foram embaladas a vacuo e
armazenadas a -18 °C até analise. Na Figura 2.2 esta apresentado o fluxograma da extracdo das
amostras usado no procedimento original de Eerola et al. (1993) (Fluxograma A), assim como o

fluxograma B que representa as alteragBes efetuadas no laboratdrio (Fluxograma B — Método 1).
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A —Meétodo Eerola original

‘ Pesar 2 g de amostra

[ 10mL HCIO, 0,4 M

[ 125puL PI(1,25%10%g;
9,60%107 mol)

‘ Ultraturrax

[ Centrifugar 10 min a
3000rpm

Filtrar sobrenadante
com um papel de filtro

Repetir extracdo com
10mLHCIO, 0,4 M

[ Vartex

[ Centrifugar 10 min a
3000rpm

Combinaros
sobrenadantes

[ Aferira 25,0mLcom
HCIO, 0,4 M

Material e Métodos

B-Método 1

‘ Pesar 4 g de amostra

[ 10mL HCIO, 0,4 M

[ 125puL PI(1,00x103 g;
7,68x10° mol)

‘ 15 min ultrassons

[ 5 s vortex

Separar fase solida da
liguida

Repetir extracdo para
a fase solida

Juntar extratos e
manter1ha4°C

[ Centrifugar 5 min a
3000rpm

‘ Filtrar a vacuo

[ Aferira 25,0mLcom
HCIO, 0,4 M

Figura 2.2: Fluxograma da extracdo das amostras. A: Método original de Eerola et al. (1993); B: Método 1.

O procedimento de derivatizacdo original de Eerola et al. (1993), Fluxograma A, e o
procedimento utilizado no laboratério para a derivatizagdo dos extratos das amostras encontram-se

representados na Figura 2.3.
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A —Meétodo Eerola original

“

2mLDs | Incubar I

1mL 200 plL 300 plL i . 100 pL ) Aferir 5,0
extrato NaOH NaHCO; %ﬂiﬂg’s dj?anie NH,OH igcfr'g mL
aferido 2N saturado ’ - 25% acetonitrilo

mol) 45 min
J J J J J )
pH 10
B —-Meétodo 1

2mL 200 uL 300 uL (é OmngDS_ 'TO”?SF 25 UL 20 min Aferir 5,0
extrato NaOH NaHCO; . é4><1§-’4 doraie NH,OH . mL
aferido 2N saturado ’ - 12,5% acetonitrilo

mol) 90 min
J J . J J ) J )
pH7

Figura 2.3: Fluxograma do processo de derivatizacdo. A: Método original de Eerola et al. (1993); B: Método 1.

e. Determinagdo das aminas biogénicas

As amostras derivatizadas foram analisadas por HPLC, tendo sido a concentracdo das AB
calculada pelo método do fator de resposta (Rf) o qual foi determinado segundo a formula

apresentada na Equacdo 2.1.

A .
Rf = —amina TP Equacdo 2.1

Ap| Mamina

Apds calcular o valor de Rf para cada amina, usou-se a férmula apresentada na Equagdo 2.2

para determinar a concentra¢do das ABs em mg/kg de amostra.

Aami m
amina,. Pl

Camina(Mmg/kg)=—2—5x10° Equagdo 2.2

m X—
amostra™,)g

Onde,
Aamina - area obtida para a AB no cromatograma correspondente a amostra em estudo;
Ap - drea obtida para o Pl no cromatograma da amostra em estudo;

mpi - massa de Pl na reacdo, em grama;
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Mamina - Massa de amina na reagdo, em grama (Equacdo 2.1);
Rf - fator de resposta calculado na Equagdo 2.1 para cada amina;

Mamostra - Massa pesada da amostra em estudo, em grama.

Preparou-se uma solucdo padrdo de histamina de 16,07 g (CsHoN3 - 2HCI)/L, ou seja, 9,97 g
histamina/L, para efetuar o estudo da reta de calibracdo desta amina. No procedimento de
derivatizacdo foi utilizado um volume de 500 pL dessa solucdo, tendo no final desta etapa resultado
uma solucdo com concentracdo de 0,97 g histamina/L (4,85 mg histamina derivatizadas). Partindo
desta solucdo efetuaram-se diluicdes para a reta de calibracdo com as seguintes concentracdes de
histamina: 9,70x107°; 1,94 x10%; 4,85 x10%; 9,70 x10*; 1,94 x107; 4,85 x1073%; 9,70 x103; 1,94 x10%; e
6,06 x10% g/L (Apéndice B).

2.3.2 Método 2

O segundo método utilizado foi o método de referéncia da AOAC publicado em 1999 no
Journal of AOAC International (Duflos et al. 1999). Foram quantificadas a triptamina, feniletilamina,
putrescina, cadaverina, histamina e tiramina, em amostras de alheira, salpicdo e lombo fatiados. A
alheira foi analisada nos tempos de armazenamento de O, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias em ambos os
batchs (controlo e LAB) e o salpicdo e o lombo fatiados foram analisados nos tempos 0, 15, 30, 45,

75, 90, 120, 165 e 180 dias, também em ambos os batchs.

a. Reagentes

Neste método usaram-se 6 padrées de ABs na forma de sais hidrocléricos: a triptamina e a
cadaverina fornecidos por Sigma-Aldrich, a feniletilamina, a putrescina, a histamina e a tiramina
fornecidos por Acros Organics. Tal como no método 1, usou-se como padrdo interno (Pl) o 1,7-
diaminoheptano e como agente derivatizante o cloreto de dansilo (Ds) fornecidos por Acros Organics
e Sigma-Aldrich, respetivamente. Todos os padrdes foram guardados segundo indicacdo do

fabricante até ao momento da sua utilizacdo.
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Para a extracdo das amostras foi usado o acido percldrico fornecido por Riedel-de-Haén.

Foram ainda usados o carbonato de sddio e o acetonitrilo fornecidos por J. T. Baker, a acetona, a

prolina e o tolueno fornecidos por Riedel-de-Haén.

As caracteristicas das substancias acima referidas apresentam-se na tabela 2.2.

Tabela 2.2: Caracteristicas dos reagentes e dos padr&es utilizados no método 2.

Grau de pureza

Massa Molar

Reagente (%) CAS? Férmula molecular (&/mol)
Triptamina® 99 % 343-94-2 CioH12N2 - HCl 196,68
Feniletilamina® 98 % 156-28-5 CeHsCH2CH2NH; - HCl 157,64
Putrescina® 99+ % 333-93-7 NH2(CH2)aNH2 - 2HCI 161,07
Cadaverina® >99 % 1476-39-7 NH2(CH2)sNHz - 2HCI 175,10
Histamina® 99 % 56-92-8 CsHoNs - 2HCI 184,07
Tiramina® 99 % 60-19-5 HOCeH4CH2CH2NH2 - HCI 173,64
1,7-diaminoheptano (PI) 98 % 646-19-5 NH2(CH2)7NH: 130,23
Cloreto de dansilo >99 % 605-65-2 Ci2H12CINO,S 269,75
Acido perclérico 70 % 7601-90-3 HClO4 100,454
Carbonato de sédio 99,5 % 497-19-8 Na>COs3 105,99
Prolina 99 % 147-85-3 CsHsNO:2 115,13
Acetona >99,5 % 67-64-1 CH3COCH3 58,08
Tolueno 99,7 % 108-88-3 CsHsCHs 92,14
Acetonitrilo >99,8 % 75-05-8 CHsCN 41,053

@ CAS: Chemical abstracts service
b padrées de ABs fornecidas na forma de sais hidrocldricos.

b. Material e equipamento

Em ambos os métodos usaram-se 0s mesmos equipamentos, nomeadamente a camara de

refrigeracdo e congelagdo, a picadora, a balanca analitica, o vértex, a centrifuga, o ultrassons, a placa

de aquecimento e o HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000.

Para a extracdo de cada amostra usou-se um tubo de centrifuga de 50 mL de capacidade,

uma micropipeta (100-1000 pL) (Handrop Digital — SC) e uma pipeta graduada (10+0,1 mL). Na

derivatizacdo dos extratos das amostras usou-se um vial, micropipetas, uma placa de agquecimento -

onde se aqueceu as amostras em banho-maria, papel de aluminio - para cobrir o vial e proteger o

derivatizado da luz e um sistema de ar comprimido para evaporar o solvente. Na medicdao do pH

usou-se papel indicador de pH 0-14 da Whatman (Type CF).
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Na derivatizacdo das amostras usou-se uma placa de aquecimento para manter a
temperatura de derivatizacdo das amostras e usou-se filtros de seringa com porosidade 0,2 um para
filtrar as amostras antes de serem injetadas no HPLC, equipamento usado para a identificacdo e

guantificacdo das ABs.

c. Preparagdo dos padrdes e reagentes

As solugdes padrao de triptamina, feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e
tiramina foram preparadas com concentra¢es do sal hidrocldrico igual a 2 mg/mL. A solucdo do
padrdo interno (Pl) foi preparada com uma concentracdo de 0,8 mg/mL. Todos os padrdes de ABs e
o padrdo interno foram preparados usando dgua desionizada como solvente. Estes foram
homogeneizados em ultrassons e armazenados a 4 °C, podendo ser utilizadas até trés semanas apés

a sua preparacao.
O reagente Ds foi preparado na concentracdo de 7,5 mg/mL em acetona.

A solucdo de acido perclérico 0,2 M foi preparada por diluicdo de 17,2 mL de &cido
concentrado (HCIO4 - MM=100,454 g/mol; 70% (m/m); 1,67 g/mL) a 1 L com dgua desionizada. Como
a solubilidade de carbonato de sddio é de 30 g/100mL, a solu¢do aquosa foi preparada com uma
massa superior de modo a obter-se uma solugdo saturada. A solu¢do aquosa de prolina foi preparada

com 1 gem 10 mL, sendo a concentracdo final de 100 mg/mL.

d. Procedimento

As amostras dos produtos utilizados neste método foram as mesmas usadas no método 1,
estando armazenadas a -18 °C até a determinacdo das ABs. O procedimento utilizado para a extragdo

das amostras neste método estd apresentado na Figura 2.4.

-28 -



Material e Métodos

Pesar 5g de amostra ou
100 pL de padréo

10mL HCIO, 0,2 M

100 L PI (8,20x10%g;
6,30x107" mol)

1 min vortex

Centrifugar 5min 2 4000
romad °C

Figura 2.4: Fluxograma da extragdo das aminas nas amostras ou preparagdo dos padrdes pelo método 2.

Na Figura 2.5 esta apresentado o procedimento usado na derivatizacdo dos extratos das

amostras pelo método 2.

800 L Ds 60 °C durante
200 pL extrato 502;5:3503 (6,01x103 g; ) Arrefecer
2,23x10% mol) 5min
pH 12

pH9

Recolher fase -18 °C durante 200 uL prolina
orgénica 30min

100 mg/mL

1 mL tolueno 15 min escuro

pHBE

Evaporar solvente Redissolver 400
porar

comprimido T, . uL acetonitrilo

pHS

Figura 2.5: Fluxograma do processo de derivatizacdo do método 2.

e. Determinagdo das aminas biogénicas

As amostras derivatizadas foram a analisadas por HPLC e a sua concentragao foi calculada

através de um fator de resposta (Rf), o qual foi determinado segundo a férmula apresentada na
Equagdo 2.3.

_ Aamina Mp| o
Rf = “h X—mamma Equacdo 2.3
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Ap0s calcular o valor de Rf para cada amina biogénica, usou-se a féormula apresentada na

Equacdo 2.4 para determinar a concentragdo de ABs em mg/kg de amostra.

Aami m
amina Pl

Camina (Mg/kg) =20 Tmina 708 Equagdo 2.4

Mamostra

Onde,

Aamina - area obtida para a AB no cromatograma correspondente a amostra em estudo;
Ap - drea obtida para o Pl no cromatograma da amostra em estudo;

mei- massa de Pl na reacdo, em grama;

Mamina - Massa de amina na reacdo, em grama (Equacdo 2.3);

Rf - fator de resposta calculado na Equacdo 2.3 para cada amina;

Mamostra- Massa pesada da amostra em estudo, em grama.

f. [ndices de aminas biogénicas para aferir a qualidade dos produtos

Foram calculados trés indices de ABs distintos. Um dos indices calculados foi o total de
aminas vasoativas (VAT) como indicador de condi¢cGes de higiene e boas praticas de fabrico (Equagdo
2.5). Foi calculado também o indice de ABs (BAl) dado pela soma das concentragdes obtidas para as
ABs putrescina, cadaverina, histamina e tiramina (Equacdo 2.6). Finalmente aferiu-se a possivel

toxicidade dos produtos para a salde humana, pelo total das ABs (BAT) (Equagdo 2.7).

VAT = TRIP + FENI + HIS + TIRA Equagdo 2.5
BAI = PUT + CAD + HIS + TIRA Equacgdo 2.6
BAT = TRIP + FENI + PUT + CAD + HIS + TIRA Equagdo 2.7
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2.4 CondigGes experimentais do HPLC

A determinacdo em HPLC foi efetuada através de um sistema analitico da Thermo Scientific
Ultimate 3000 com um detetor Dionex Ultimate 3000 diode array. A coluna usada foi uma Hypersil

ODS C18 (5 um, 250x4,6 mm 1.D., Agilent).

Nos dois métodos o volume de amostra usado em cada injecdo no HPLC foi de 20 uL e o
fluxo de 1 mL/min, tendo sido registados os espectros de absorcdo das amostras no comprimento
de onda de 254 nm (UV). A temperatura da coluna foi programada para 40 °C. O gradiente dos

eluentes da fase movel binaria, agua (H.0) e acetonitrilo (CH3sCN), é apresentado na Tabela 2.3.

Ambos os eluentes, acetonitrilo e dgua desionizada, usados em HPLC foram desgaseificados
em ultrassons e purgados antes de serem utilizados para evitar que afetem o funcionamento do
detetor e a eficiéncia da coluna, ou seja, causem danos no equipamento. A dgua desionizada foi
ainda filtrada a vacuo com filtro de membrana (MF-Millipore Membrane Filter - 0,45 um) antes de

ser desgaseificada.

Tabela 2.3: Gradientes dos eluentes usados no HPLC.

Tempo (min) A: H20 B: CHsCN
0 50 % 50 %
10 10% 90 %
20 50 % 50 %

2.5 Analise Estatistica

Nos resultados obtidos para o método 2 foi calculada a média, o desvio-padrdo e o
coeficiente de variacdo para uma analise geral dos dados. Fez-se também um teste F para andlise
das variancias para cada conjunto de resultados e um teste t-student para verificar se existem
diferencas significativas nas médias, para um intervalo de confianca de 95 % (p<0,05), entre as
amostras controlo e LAB para cada AB determinada. Estes testes foram feitos usando o Microsoft
Excel 2016. Usou-se ainda, o software STATISTICA 7 para efetuar uma analise de componentes

principais (PCA) para o estudo de aspetos analiticos comparando varios conjuntos de varidveis.
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Resultados e Discussdo

3.1 Método 1

3.1.1 Testes preliminares

Numa primeira tentativa de analise das ABs seguiu-se o método de Eerola et al. (1993). Este
método utiliza um reagente de derivatizacdo, o cloreto de dansilo (Ds), que reage com uma amina

de acordo com a reacdo geral apresentada na Figura 3.1.

~ CH;
 CH, ~ CH,

3
+ R—N< — O‘ + Ha

so.Cl rL
/" \
H R

Cloreto de dansilo + Amina » Dansilamina + Acido cloridrico

Figura 3.1: Reagdo de derivatizagdo de uma amina com Ds (adaptada de Pedrol & Tiburcio (2001)).

As aminas objeto de estudo nesta experiéncia do trabalho sdo a histamina, a putrescina, e a
cadaverina. A histamina reage com o Ds numa estequiometria de 1:1, enquanto as outras aminas e
o padrdo interno (Pl), ou seja, o 1,7-diaminoheptano, reagem com o Ds numa estequiometria de 1

Ds:2 aminas. Na Figura 3.2 apresenta-se a reacdo de derivatizagdo da histamina.

N NH CH3 CH3
(’j\/ 2
N
H
SO,ClI 0,5 - NH
\ \
NH
Histamina Cloreto de dansilo Histamina derivatizada

Figura 3.2: Reacdo de derivatizacdo da histamina com Ds (adaptada de Ohtsubo et al. (2014)).
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Na Tabela 3.1 indicam-se as condi¢cdes de reacdo utilizadas nos primeiros testes de
derivatizacdo. Na Ultima coluna da Tabela encontra-se o valor tedrico do nimero de moles do Ds

gue deveria ter sido adicionado.

-34-



Resultados e Discussdo

Tabela 3.1: Quantidades de reagentes e condigGes utilizadas na reacdo de derivatizagdo para as experiéncias preliminares efetuadas no M1.

Preparagdo de Volume usado Quantidade de reagente na Condicdes da Quantidade
Experiéncia Reagentes solugBes (m/v)? R reagao N tedrica de Ds
na reag3o (mL)® reagdo
g mL mol (mol)
1,7-diaminoheptano 5,0x102 50,0 0,125 1,25x10* 9,60x1077
CondigBes Eerola Putrescina 4,9x107 50,0 1,00x1072 9,9x10° 1,1x107 40°C: 45 min 2,3x10°®
etal. (1993) Cadaverina 5,3x10% 50,0  1,00x1072 1,1x10° 1,0x107 '
Ds 1,0x107? 1,0 2,00 2,00x107? 7,41x107° 7,4x107
1,7-diaminoheptano 8,08x10? 10,0 0,500 4,04x1073 3,10x10°
Putrescina 4,42x107 10,0 0,500 2,21x1073 2,51x10° . ) 1,58x10*
Exp 1 Cadaverina 4,69x107 10,0 0,500 2,34x107 2,29x107° 40°C; 45 min
Ds 2,80x10* 10,0 1,000 2,80%x107? 1,04x10* 1,04x10*
1,7-diaminoheptano 8,08x10? 10,0 0,500 4,04x10°3 3,10x107
Exp 2 Putrescina 4,42x107 10,0 0,500 2,21x10° 2,51x107 40°C; 180 min 1,58x10*
Cadaverina 4,69%107? 10,0 0,500 2,34x1073 2,29x107
Ds 2,80x10* 10,0 1,000 2,80%x107? 1,04x10* 1,04x10*
1,7-diaminoheptano 8,08x107? 10,0 0,500 4,04x10°3 3,10x107 1 08x10%
Exp 3 Cadaverina 4,69x107 10,0 0,500 2,34x107 2,29x107 40 °C; 180 min ’
Ds 2,80x10* 10,0 0,670 1,88x107 6,96x10° 6,96x10°
1,7-diaminoheptano 8,08x107? 10,0 0,500 4,04x10°3 3,10x107 1 12x10°
Exp 4 Putrescina 4,42x102 10,0 0,500 2,21x1073 2,51x107 40 °C; 180 min ’
Ds 2,80x10* 10,0 0,670 1,88x107 6,96x10° 6,96x10°
1,7-diaminoheptano 8,08x10? 10,0 0,500 4,04x1073 3,10x10°
Exp 5 Putrescina 4,42x107? 10,0 0,500 2,21x1073 2,51x107 20°C: 90 min 1,58x10*
Cadaverina 4,69x107 10,0 0,500 2,34x107 2,29x107 '
Ds 2,80x10* 10,0 1,000 2,80%x107? 1,04x10* 1,04x10*

2 As solugBes foram preparadas com agua desionizada a exce¢do do Ds que foi preparado com acetona.
® MedicBes com pipeta automatica.
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Na experiéncia 1 derivatizaram-se a putrescina e a cadaverina durante 45 minutos a 40 °C
(Tabela 3.2) resultando desta reagcdo uma mistura cujo cromatograma se encontra na Figura 3.3.
Tendo-se verificado no cromatograma a existéncia de saturacdo no pico da mistura, a mesma foi
diluida (1:100) para uma segunda andlise cromatografica. Para observacgdo da evolugdo da reacdo de
cada amina ao longo do tempo de derivatizacdo, decidiu-se fazer uma segunda experiéncia
aumentando a durac¢do deste periodo para 180 minutos (Exp 2). O cromatograma desta reacdo
(Figura 3.4) mostra que a derivatizacdo da cadaverina parece ter aumentado em relacdo a

experiéncia 1. As dreas dos picos dos cromatogramas encontram-se na Tabela 3.3.

Tabela 3.2: Condigdes de reagdo utilizadas nos testes de derivatiza¢do da putrescina e cadaverina.

Experiéncia

Procedimento antes da
derivatizagdo

Condigbes de
derivatizagao

Procedimento apés a
derivatizagao

500 L putrescina
500 pL cadaverina
500 pL PI

t=45 min; T=40°C

50 pL NH4OH
30 min no escuro

Exp 1 200 ul NaHO 2N Aferir a 5.0 mL
300 pL NaHCO, saturado acetonitrilo (CH3CN)
1 mLDs
500 plL putrescina 50 ul NH4OH
500 pL cadaverina 30 ;in né escuro
Exo 2 500 L PI t= 180 min; T=40°C Aferir a 5.0 mL
xp 200 pL NaHO 2N L
300 pL NaHCO, saturado acetonitrilo (CHsCN)
1 mL Ds
500 pL cadaverina 50 ul NH4OH
500 L PI :
30 min no escuro
Exp 3 200 pL NaHO 2N t= 180 min; T=40°C Aferir a 5.0 mL
300 pL NaHCO, saturado acetonitrilo (CHsCN)
1 mLDs
500 plL putrescina 50 ul NH<OH
L 4
500 plL PI
H . . 30 min no escuro
Exp 4 200 pL NaHO 2N t= 180 min; T=40°C

300 pL NaHCO, saturado
1 mL Ds

Aferira 5.0 mL
acetonitrilo (CH3CN)
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Tabela 3.2: CondicGes de reacdo utilizadas nos testes de derivatizacdo da putrescina e cadaverina

(continuagdo).

Resultados e Discussao

Experiéncia

Procedimento antes da
derivatizacdo

Condigbes de
derivatizagdo

Procedimento apés a
derivatizagdo

500 pl putrescina
500 pL cadaverina
500 pL PI

50 pL NH4OH
30 min no escuro

Exp 5 200 L NaHO 2N t=30 min; T=40°C Aferira 5.0 mL
300 pL NaHCO, saturado acetonitrilo (CH3CN)
1 mL Ds
Exp 1 Exp 1(1:100)
I e 12 3
b i
| |
[ ‘
\ ‘ | to
| I |
| \ | ! I
\ l '
Il i
| I | | (I
— I FRTPRTTONTET & R 7T R (TORITREA I =] . e 11 \‘}-}-#"r—'-» i

Figura 3.3: Cromatogramas da experiéncia 1, mistura da reagdo e mistura diluida (1:100). Identificagdo dos

picos: 1- Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Padrdo interno.

Exp 2(1:100)

Figura 3.4: Cromatogramas da experiéncia 2, mistura da reagdo e mistura diluida (1:100). Identificagdo dos

picos: 1- Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Padrdo interno.
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Tabela 3.3: Areas obtidas nos cromatogramas para cada padrdo analisado.

Areas (mAU*min)

Putrescina Cadaverina PI
Exp 1 1107 1100 1161
Exp 1 (1:100) 16,22 11,34 23,83
Exp 2 1010 1003 1069
Exp 2 (1:100) 14,82 13,51 18,77
Exp 3 1238 1348
Exp 3 (1:100) 22,53 38,97
Exp 4 1254 1442
Exp 4 (1:100) 20,09 41,00
Exp 5 1295 1526 1881
Exp 5 (1:100) 16,17 19,68 28,31

Com o intuito de confirmar a identificacdo dos picos efetuada, foram realizadas a experiéncia
3, apenas com Pl e cadaverina, e a experiéncia 4, com Pl e putrescina (Tabela 3.2). Nestas
experiéncias as misturas da reacdo também tiveram de ser diluidas no final (1:100), ja que os
cromatogramas apresentavam picos saturados. Os cromatogramas das misturas diluidas destas

experiéncias sdo apresentados na Figura 3.5.

Exp 3(1:100) _ Exp 4 (1100}

Figura 3.5: Cromatogramas das experiéncias 3 e 4 das misturas diluidas (1:100). Identificacdo dos picos: 1-

Cadaverina; 2- Putrescina; 3- Padrao Interno.

Da observagdo dos cromatogramas obtidos para as experiéncias 3 e 4, verifica-se que o

tempo de retenc¢do obtido na experiéncia 3, Tr = 9,60 min corresponde a cadaverina, o tempo de
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retencdo obtido na experiéncia 4, Tg = 9,20 min corresponde a putrescina, e que o 0s tempos de
retencdo Tr = 10,63 min da experiéncia 3 e Tr= 10,65 min da experiéncia 4 correspondem ao padrao
interno (Trp). De realgar que a diferenca observada entre os tempos de retengdo da amina e do

padrdo interno foi maior no caso da putrescina.

Comparando os valores obtidos para as areas dos picos nestas experiéncias com os
observados nas Exp 1 e Exp 2 verificou-se que o aumento para a cadaverina foi pequeno tendo-se
verificado o inverso para a putrescina. Assim o aumento do tempo de derivatizacdo para 180 minutos
ndo parece indicar um grande aumento de rendimento da reagdo. Realizou-se entdo uma nova
experiéncia diminuindo o tempo de derivatizacdo, para um tempo intermédio entre 45 e 180
minutos. A experiéncia 5 foi baseada no procedimento das experiéncias 1 e 2, alterando apenas o
tempo de derivatizacdo para 90 minutos (Tabela 3.2). O cromatograma da mistura diluida desta

experiéncia estd apresentado na Figura 3.6.

Exp 5(1:100}

Figura 3.6: Cromatograma da experiéncia 5, mistura da rea¢do diluida (1:100). Identificacdo dos picos: 1-

Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Padrado interno.

De forma a testar a repetibilidade do método, o procedimento da experiéncia 5 foi repetido
varias vezes (n=7). Na Tabela 3.4 estdo apresentados os resultados obtidos para este procedimento,
ou seja, a média, desvio-padrdo, coeficiente de variacdo (CV), valor minimo, valor maximo e a
percentagem de recuperacado (recovery). Sendo o coeficiente de variagdo uma medida de avaliacdo

da precisdo e esta da repetibilidade dos ensaios efetuados nas mesmas condi¢Bes, os valores
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registados na Tabela 3.4 parecem indicar que que existe repetibilidade nos resultados obtidos nesta

experiéncia.

Tabela 3.4: Teste de repetibilidade do procedimento efetuado na experiéncia 5 (mg/kg; n=7).

Amina Média Desvio-Padrdo Minimo Maximo CV (%)
Putrescina 23,9 7,0 16,0 37,4 29
Cadaverina 19,7 3,2 13,8 22,6 16

Apds essas experiéncias com os padrdes, procedeu-se as extracdes das amostras para este
estudo. No procedimento de extracdo das amostras é importante os extratos estarem a

temperaturas inferiores a 4 °C, pois as aminas sdo compostos volateis.

3.1.2 Quantificagdo de aminas biogénicas nas amostras

No procedimento analitico seguido pelo método 1, a quantidade de massa de amostra
utilizada foi duplicada relativamente ao método de referéncia — método Eerola et al. (1993). Esta
modificacdo ao método original teve como objetivo possibilitar quantificar menores concentracées
de ABs. As condic¢des de derivatizacdo da amostra foram aferidas para este novo valor de massa de

amostra.

O método original aplica condicGes de derivatizacdo com pH final de 10. Na utilizacdo do
método Eerola modificado (M1) a medicdo do pH da mistura das amostras apds derivatizacdo

mostrou um pH final de 7 (Figura 2.3).

Utilizando as areas obtidas nos cromatogramas, resultantes da determinagdo em HPLC das
amostras estudadas, calculou-se a concentracdo de ABs. Os resultados obtidos encontram-se
expressos em mg (AB)/kg (amostra). No Apéndice C sdo apresentados alguns exemplos de
cromatogramas obtidos para cada produto analisado, correspondendo os cromatogramas da parte
superior as amostras controlo e os da parte inferior as amostras LAB. A Figura C1 corresponde as
amostras de alheira, a Figura C2 as de salpicdo e a Figura C3 as do lombo. Os cromatogramas das

varias amostras referem-se ao dia de inicio de armazenamento, ou seja, t=0.
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Os resultados obtidos, para cada amina biogénica em cada produto estudado, estdo
apresentados no Apéndice D sob a forma de tabela (D1: Areas obtidas nos cromatogramas para as
aminas nas amostras estudadas; D2: Concentracdo de ABs na alheira; D3: Concentracdo de ABs no

salpicdo; D4: Concentracdo de ABs no lombo).

A Figura 3.7 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo da AB putrescina nos trés

produtos em estudo nas varias amostras ao longo do tempo de armazenamento.

1200
1100
1000
900
800
700
600

EAC
ALAB

mSsC
SLAB

500 "
40
30 mLC
20 ‘ I LLAB
10 I I
o = ' | ' ' ] I ' I | ] ' - | | I
0 15 30 45 60 75 90

105 120 135 150 165 180
Tempo (dias)

Concentragdo putrescina (mg/kg)
o O o o

Figura 3.7: Concentragdo de putrescina durante o tempo de armazenamento para as amostras controlo e LAB

na alheira (AC e ALAB), no salpicdo (SC e SLAB) e no lombo (LC e LLAB) (Rf=1,25).

A Figura 3.7, Figura 3.8 e Figura 3.9 sdo a representacdo grafica dos resultados obtidos que
se encontram apresentados nas Tabelas D1, D2 e D3 do Apéndice D.

Observando a Figura 3.7, é possivel verificar que dos trés produtos estudados a
concentracdo de putrescina foi superior no salpicdo. O valor maximo obtido foi na amostra de
salpicdo controlo (SC) no t=135 dias, sendo que o valor minimo registado na amostra de alheira LAB
(ALAB) no t=0. Verificou-se ainda que os valores apresentados pelas amostras LAB do salpicdo foram
mais baixos do que os apresentados pelas amostras controlo. Esta tendéncia nao foi verificada para

alheira e para o lombo, ja que os resultados obtidos para as amostras controlo destes produtos,
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variaram entre superiores e inferiores aos das amostras LAB. Assim, nestes produtos parece haver
uma tendéncia para serem registados valores finais de putrescina mais elevados, no entanto ndo

existe uma tendéncia clara ao longo do tempo.
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Figura 3.8: Concentragdo de cadaverina durante o tempo de armazenamento para as amostras controlo e LAB

na alheira, no salpicdo e no lombo (Rf=1,39).

Relativamente a cadaverina (Figura 3.8), o produto que apresentou maior concentragdo no
periodo inicial de armazenamento foi o salpicdo, desde o tempo zero (t=0) até aproximadamente o
os 60 dias de armazenamento (t=60). No entanto, ao longo do tempo, aproximadamente a partir dos
60 dias de armazenamento, a concentracdo de cadaverina no lombo ultrapassou a concentracdo
observada no salpicdo. Por outro lado, comparando os valores obtidos para as amostras controlo e
LAB em todos os produtos estudados e ao longo do tempo de armazenamento, parece nao ter
existido uma tendéncia clara do efeito da adicdo da cultura starter de LAB das amostras (amostras
LAB) na regulacdo da concentracdo da cadaverina.

A Figura 3.9 apresenta os resultados obtidos para a AB histamina ao longo do tempo nas

varias amostras analisadas.
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Figura 3.9: Concentragdo de histamina durante o tempo de armazenamento para as amostras controlo e LAB

na alheira, no salpicdo e no lombo (Rf=1,13).

O valor mais elevado para a histamina foi obtido na amostra LLAB no t=165 (23487 mg/kg) e
o valor mais baixo foi obtido numa amostra de AC (t=30; 8 mg/kg). Verificou-se ainda que, para o
lombo, os valores finais foram superiores aos valores iniciais. Para o caso da alheira, os valores mais
elevados foram obtidos a meio do tempo de armazenamento, sendo que as amostras LAB foram as
gue apresentam valores mais elevados. No salpicdo, os valores iniciais e finais foram semelhantes,
contudo no t=135 a amostra SC apresentou o valor maximo neste produto. Da andlise dos resultados
obtidos para a histamina é possivel verificar que as concentra¢des obtidas sdo muito elevadas
atingindo valores maximos perto dos 25000 mg/kg de amostra. Deste modo, dado que ndo existe na
literatura casos de estudos com valores tdo elevados de histamina e comparando os resultados todos
de uma forma geral, é possivel afirmar que ndo existe uma tendéncia clara nos resultados obtidos

ao longo do tempo.

A histamina foi estudada de modo mais extensivo ja que esta foi a amina que apresentou
valores mais preocupantes do ponto de vista toxicoldgico, ou seja, foi a amina onde se obteve valores
mais elevados. Ha ainda a acrescentar, que esta amina biogénica é a Unica amina com concentracdo

sujeita a regulacdo legal na Europa, por exemplo, para algumas espécies de peixe o valor de
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concentracdo maxima admissivel para a histamina é de 100 mg/kg, segundo o regulamento da

Comissdo Europeia n? 2073/2005 de 15 de novembro.

Na Tabela 3.5 estdo apresentados os resultados obtidos para a histamina - resultados
calculados com o fator de respostas (Rf) e resultados calculados a partir da reta de calibracdo. A reta

de calibracdo estd apresentada no Apéndice B.

Tabela 3.5: Comparagdo dos resultados da concentragdo de histamina obtidos por Rf e pela reta de calibragdo

(mg/kg).
Alheira Salpicdo Lombo
Dia Histamina LAB Controlo LAB Controlo LAB Controlo
(mg/kg)
0 Rf 1355 867,8 5367 3033 3307 4148
reta 623,0 363,8 2602 1740 1103 2281
15 Rf 575,6 29,80 791,6 925,6 2763 4275
reta 273,4 8,476 307,1 692,3 627,9 1993
30 Rf 12128 8,138 5104 973,0 3917 2977
reta 1804 n.d.? 2497 669,6 1390 1172
45 Rf 397,7 3946 7322 11297 2648 3181
reta 120,1 1791 2947 2867 601,6 1813
60 Rf 3394 12,59 5023 8706 2427 1339
reta 4744 n.d.? 2070 1968 727,8 473,4
75 Rf 2541 16,60 4665 3019 9131 801,2
reta 332,2 0,3966 1832 635,0 1846 370,8
90 Rf 2870 77,64 3061 989,2 6589 564,8
reta 553,2 19,54 1626 150,8 2702 288,6
105 Rf 974,8 1988 5760 763,4
reta 317,4 383,3 1159 290,2
120 Rf 10200 2975 6305 11285
reta 1270 990,3 929,9 801,5
135 Rf 2407 18226 16028 350,9
reta 741,2 2652 2810 88,48
150 Rf 2294 4909 15302 4001
reta 1265 2242 3032 1290
165 Rf 6121 2003 23487 3351
reta 2598 614,4 2671 1125
180 Rf 7469 2459 12593 5349
reta 2083 634,1 2656 1414

@n.d. —ndo detetado;
Valores apresentados com 4 algarismos significativos com excecdo de nimeros inteiros com maior nimero de
algarismos.
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Devido a discrepancia observada nos resultados obtidos para a histamina por estes dois
métodos de calculo, fator de resposta e reta de calibracdo (Tabela 3.5), realizaram-se testes de
repetibilidade numa amostra aleatéria (Alheira Controlo t=45). Foram realizados 5 ensaios nas
mesmas condicles e registados os valores das dreas resultantes da integracdo dos picos dos
cromatogramas obtidos. Na Tabela 3.6 estdo apresentados os resultados médios obtidos nesses
ensaios, com os respetivos desvios-padrdo, valores minimos e maximos e o coeficiente de variagdo

(CV) expresso em percentagem.

Observando os resultados do CV é possivel afirmar que o método ndo é preciso nem

repetivel, com a cadaverina a apresentar um resultado com 97 % de coeficiente de variagao.

Como os resultados obtidos ndo apresentaram uma fiabilidade aceitavel, o método utilizado

neste estudo foi aferido.

Tabela 3.6: Teste de repetibilidade numa amostra de alheira controlo t=45 dias (mg/kg; n=5).

. L Média Desvio- L L.
Amina biogénica . Minimo Maximo CV (%)
(mg/ke) Padrio
Putrescina 94 33 38 117 35
Cadaverina 83 80 22 223 97
Histamina 3474 2549 864 6517 73

3.1.3 Afericdo do método: Alteragdo do pH

Apesar de nos testes preliminares ter existido repetibilidade de resultados quando o método
foi testado com padrées, o mesmo ndo foi verificado quando este foi utilizado nas amostras.
Analisando a literatura, varios estudos mostraram que o pH 6timo para a formagao de ABs é acido,
contudo na determinacdo por este método especifico, o pH final de cada amostra derivatizada teria
de serentre 10 e 11 (Doeun et al., 2017). Assim, usando uma amostra comercial de alheira (extra ao
estudo), testou-se o procedimento apenas aumentando o pH da amostra a injetar de pH 7 para um
pH de 10. Este aumento de pH para um valor final de pH 10, foi conseguido aumentando a
guantidade de amodnia adicionada apds a derivatizagdo. Assim, passou-se a adicionar 100ulL de
NH4OH (25%) em vez dos 25 uL de NH4OH (12,5%) (Mey et al., 2012). Moret & Conte (1996) explicam
o efeito do pH na determinacdo de ABs, pelo facto deste pardmetro influenciar o equilibrio entre as

fases aquosa e organica.
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O novo procedimento (M1 modificado) foi testado tendo sido obtido os resultados
apresentados na Tabela 3.7. A Figura 3.10 apresenta os cromatogramas obtidos com esta alteracdo

do método, em vista “overlaid” para facilitar a comparagdo dos mesmos.

Tabela 3.7: Repetibilidade do método 1 modificado (mg/kg; n=3).

Concentragdo

amina biogénica Média Desvio-Padrao Minimo Maximo CV (%)
(mg/kg)

Putrescina 87,9 8,0 78,7 92,8 9,1
Cadaverina 74,9 3,0 71,4 76,8 4,0
Histamina 33,4 2,1 31,0 35,0 6,3

min

8a3 o 00 1000 1100 12'00 13°00 1400 1500 15 58
Figura 3.10: Cromatogramas ampliados da amostra de alheira comercial - estudo de repetibilidade do método

(n=3). Identificacdo dos picos: 1- Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Histamina; 4- Padrdo interno.

Resultados similares de AB foram apresentados em estudos de Sun et al. (2016) com valores
de 73 mg/kg para a putrescina e de 74 mg/kg para a cadaverina, mas com valores bastante superiores
para a histamina, entre 114-327 mg/kg. O estudo de Parente et al. (2001) também apresentou
valores semelhantes aos deste estudo com 99 mg/kg de putrescina, 61 mg/kg de cadaverina e 22
mg/kg de histamina.

Existem na literatura outros estudos em que os resultados apresentados foram mais

elevados quando comparados aos deste estudo, por exemplo, em estudos com alheiras com valores
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de 180 mg/kg de Cadaverina, 130 mg/kg de Putrescina e 56 mg/kg de histamina (Eerola, Sagués &
Hirvi, 1998; Eerola et al., 1996).

3.2 Método 2

Os resultados da quantificacdo das aminas nas amostras seguindo o método 1 indicaram
valores muito acima do valor de referéncia para a histamina (200 mg/kg). Por outro lado, no método
1 as condig¢Bes de reagdo conduziram a um pH final neutro (pH 7) nas misturas preparadas para a
guantificacdo das AB. O pH final obtido para as amostras dos diversos produtos pode ter influenciado
os resultados. Este pressuposto, parece suportado pelos autores Moret & Conte (1996) que referem

gue as condicdes de pH influenciam os resultados da quantificacdo as aminas.

Para verificacdo dos resultados da quantificacdo das aminas obtidos pelo método 1 optou-
se pela repeticdo do estudo nas mesmas amostras, mas pelo método publicado no Journal of AOAC
International VOL. 82, NO. 5, 1999 por Duflos et al. (1999). Este segundo método é mais produtivo
pois permite fazer maior nimero de determinacdes por dia (18 amostras por dia) enquanto que no

método 1 apenas se conseguia fazer 4 amostras por dia.

3.2.1 Testes preliminares

Os testes preliminares deste método consistiram principalmente em avaliar a repetibilidade
do método base, usando a mesma amostra utilizada na afericdo do método 1 e comparando os

resultados obtidos.

Assim, na Tabela 3.8 estdo apresentados os valores obtidos em cada método para a mesma
amostra de alheira comercial (extra ao estudo). Nessa tabela pode-se comparar a média, desvio-
padrdo, valores maximos e minimos e o coeficiente de variagdo. Para uma comparagdo mais
exaustiva dos métodos realizou-se o teste F (analise de variancias) e o teste t-student para cada uma

das aminas quantificadas (Tabela 3.8).
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Tabela 3.8: Comparacdo dos dois métodos para uma mesma amostra de alheira comercial (mg/kg; n=3).

Método Amina biogénica Co’ncfentra(;ao Desvio-Padrdo Minimo Maximo v
média (%)
Método 1 Putrescina 87,9 8,0 78,7 92,8 9,1
modificado Cadaverina 74,9 3,0 71,4 76,8 4,0
Histamina 33,4 2,1 31,0 35,0 6,3
Método 2 Putrescina 75,5 3,0 72,6 78,5 3,9
Cadaverina 113,9 1,7 112,7 115,8 1,5
Histamina 41,4 6,2 37,1 48,5 15
Estudo M1 vs. M2 Teste t-student  Andlise de variancias
Putrescina 0,065 0,122
P Cadaverina <0,005 0,239
Histamina 0,102 0,102

Como se pode observar na Tabela 3.8, verifica-se que os valores sdo muito diversos, mas a
andlise de varidncias indica que ndo ha diferencas significativas entre as variancias dos métodos 1
modificado e 2 para as trés aminas. Na comparacdo das médias (com o teste t-student) verifica-se
gue ndo ha diferencgas significativas entre os dois métodos na quantificacdo de putrescina e

histamina, mas que ha diferenca muito significativa (p<0,005) para a cadaverina.

Este resultado é evidenciado pela andlise da Figura 3.11 em que a amina cadaverina foi a

gue apresentou maior diferenca entre os valores obtidos pelos dois métodos.

Putrescina Cadaverina Histamina

Bax & Whisker Plot: Purescina Box& Whisker Plot: Cadavering Box& Whisker Pht: Histanina
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Putmecna
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Métada

Figura 3.11: Diagramas de caixa e bigodes para compara¢do do M1 modificado e do M2 em cada AB.

Na Figura 3.12 é possivel observar os cromatogramas das varias inje¢Oes efetuadas da

amostra, tendo sido, como se pode verificar, a amostra analisada em triplicado. No lado esquerdo

-48 -



Resultados e Discussao

da figura é apresentada a vista geral dos cromatogramas das varias injecGes e do lado direito sdo

apresentadas ampliacGes dos mesmos, focando os picos das aminas analisadas.

Cromatograma geral

b =

. . 21l
T T A LN PPRFTRAITS P e et

b o oo o o o o o o 4 o ) o o 0 EL EE e e EL)

Figura 3.12: Cromatogramas da repetibilidade do método 2 na amostra de alheira comercial (n=3).

Identificagdo dos picos: 1- Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Histamina; 4- Padrdo interno.

Para estudar o comportamento seguido pelos padrdes quando submetidos ao procedimento
deste método, foram preparadas solucbes de 2 mg/mL de cada padrdo (sal hidroclérico) e
quantificadas as AB. A Figura 3.13 apresenta os seis cromatogramas das aminas analisadas em
“overlaid”. Deste modo, foi possivel identificar e determinar o tempo de retencdo de cada padrao,

ou seja, de cada amina biogénica.

min

755 abo 1000 1100 12'00 1200 1400 1500 1570
Figura 3.13: Cromatogramas em vista “overlaid” para identificacdo das seis ABs. Identificacdo dos picos: 1-

Triptamina; 2- Feniletilamina; 3- Putrescina; 4- Cadaverina; 5- Histamina; 6- Padrdo Interno; 7- Tiramina.
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Os tempos de retencdo obtidos para os padrdes, tanto neste método como no método 1,
onde apenas se estudaram os padrdes putrescina, cadaverina, histamina e padrao interno (Pl), sdo

apresentados na Tabela 3.9.

Tabela 3.9: Tempos de retengdo obtidos para cada padrdo.

Amina Tempo de retengdo (min)

Triptamina 8,23
Feniletilamina 9,09
Putrescina 9,70
Cadaverina 10,10
Histamina 10,54
Pl 10,98
Tiramina 11,95

3.2.2 Quantificagdo de aminas biogénicas nas amostras

Neste método foi medido o pH durante a derivatizacdo e no final em todas as amostras. O

pH ndo variou para as diferentes amostras, sendo o valor final de pH=5 (Apéndice E).

Todas as amostras foram analisadas em duplicado, sendo calculado o contetdo de ABs nos
trés produtos em ambos os batchs, utilizando as areas obtidas dos cromatogramas. Os resultados
obtidos foram expressos na forma de média + desvio-padrdo, sendo as unidades mg AB/kg amostra.

No Apéndice F, tal como no método 1, estdo apresentados exemplos de cromatogramas
obtidos em HPLC das andlises aos trés produtos em ambos os batchs para o t=0. Nestas figuras sdo
apresentados os cromatogramas completos para cada amostra e os cromatogramas ampliados na
zona onde se encontram os picos das seis aminas estudadas e do Pl. Os cromatogramas
apresentados na parte de cima das figuras, correspondem aos cromatogramas das amostras
controlo e os apresentados na parte de baixo correspondem as amostras LAB.

Relativamente aos resultados, no Apéndice G estdo apresentados as areas obtidas nos
cromatogramas para as aminas nas amostras estudadas (Tabela G1) e os resultados obtidos para a
concentracdo de ABs na alheira (Tabela G2), no salpicdo (Tabela G3) e no lombo (Tabela G4)
expressas em mg/kg de cada amina quantificada.

As figuras apresentadas abaixo sdo representacdes graficas dos resultados obtidos ao longo

do periodo de armazenamento. Estas figuras mostram a evolucdo do conteldo de ABs ao longo do
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tempo de armazenamento, comparando lado a lado a concentracdo das aminas para o mesmo
produto nos dois batchs, pertencendo a cor mais escura as amostras controlo e a cor mais clara as
amostras LAB. Nos graficos também sdo apresentados os desvios-padrdo obtidos para cada amostra.

Na Figura 3.14 estd apresentada a evolucdo ao longo do tempo da concentracdo de

triptamina nas amostras analisadas.
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Figura 3.14: Concentragdo de triptamina durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira,

salpicdo e lombo em ambos os batchs (n=2) (Rf=0,44).

Os valores mais elevados observados para a triptamina foram encontrados principalmente
nas amostras de SC (57 mg/kg; t=120) e os mais baixos nas amostras de ALAB (8 mg/kg; t=0). Na AC
os valores iniciais foram superiores aos finais atingindo um maximo de 17 mg/kg no t=0 e um minimo
de 11 mg/kg no t=75. J4 nas amostras ALAB o valor méximo atingido foi nos tempos t=75 e t=90 com
17 mg/kg e o valor minimo no t=0 com 8 mg/kg. Nas amostras de salpicdo as concentracdes finais
foram superiores as concentracdes iniciais, como seria esperado, sendo a concentracdo maxima
encontrada no t=120 para as amostras SC com 57 mg/kg e no t=180 nas amostras SLAB com 35
mg/kg. As concentra¢gdes minimas encontradas para os dois batchs de salpicdo foram de 25 mg/kg

para as amostras SC e 17 mg/kg para as amostras SLAB, nos tempos t=45 e t=90, respetivamente.
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Relativamente as amostras de lombo, as concentracdes finais de triptamina foram maiores nas
amostras controlo do que nas LAB (t=180: C=21 mg/kg; LAB=13 mg/kg), contudo nos tempos iniciais
a sua concentracdo nas amostras LAB foi superior (t=15: C=13 mg/kg; LAB=27 mg/kg,), a excec¢do da
data de inicio do armazenamento, ou seja, do t=0 (C=29 mg/kg; LAB=27 mg/kg).

De uma forma geral, no salpicdo e no lombo existiu uma maior concentracdo de triptamina
nas amostras controlo. Na alheira ndo foi claro em que amostras existiu maior concentracdo desta
amina biogénica, porém a concentracdo nas amostras LAB aumentou ao longo do tempo e nas
amostras controlo diminuiu.

Nos resultados obtidos para a amina feniletilamina (Figura 3.15) foi observada uma

homogeneidade na tendéncia dos resultados, sendo possivel separar os resultados LAB dos C.
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Figura 3.15: Concentracdo de feniletilamina durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira,

salpicdo e lombo em ambos os batchs (n=2) (Rf=0,56).

Ao longo do tempo de armazenamento, as amostras ALAB e SLAB apresentaram
concentragles superiores de feniletilamina quando comparadas com as amostras AC e SC,
respetivamente. As concentra¢des mais elevadas desta amina foram registadas para as amostras
SLAB no inicio do tempo de armazenamento (t=0 e t=15), e para as amostras de ALAB no fim desse

periodo. Assim, as amostras AC apresentaram uma tendéncia de diminuicdo de concentragdo ao
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longo de tempo (t=0: 2,8 mg/kg; t=90: 1,4 mg/kg) e as ALAB de aumento (t=0: 12 mg/kg; t=90: 14
mg/kg). Ja as amostras SC e SLAB apresentaram concentra¢des de 8 mg/kg e 32 mg/kg no t=0, e no
t=180 apresentaram 16 mg/kg e 23 mg/kg, respetivamente. Relativamente as amostras de lombo, a
concentracdo no t=180 de feniletilamina foi superior nas amostras C do que nas LAB, 26 mg/kge 5,2
mg/kg, respetivamente. Contudo, inicialmente as amostras LLAB atingiram um pico de 62 mg/kg no
t=15, diminuindo nos tempos seguintes.

Relativamente a putrescina, as amostras de salpicdo apresentaram concentragcdes mais

elevadas do que as observadas nos outros produtos (Figura 3.16 e 3.17).
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Figura 3.16: Concentragdo de putrescina durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira,

salpicdo e lombo em ambos os batchs (n=2) (Rf=1,38).
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Figura 3.17: Concentragdo de putrescina durante o tempo de armazenamento para as amostras de lombo

fatiado em ambos os batchs (n=2) (Rf=1,38).

Os resultados obtidos mostram um aumento de putrescina para as amostras de salpicdo e
alheira em ambos os batchs. No salpicdo, inicialmente (t=0) as concentracdes desta amina obtidas
para as amostras SC e SLAB foram de 196 mg/kg e 243 mg/kg, enquanto que no fim do tempo de
armazenamento (t=180) foram de 430 mg/kg e 406 mg/kg, respetivamente. Em relagdo as amostras
AC e ALAB, estas apresentaram uma evolugdo linear ao longo do tempo de armazenamento, com
valores de 6,2 mg/kg e 6,3 mg/kg no t=0 e de 88 mg/kg e 87 mg/kg no t=180, respetivamente. No
lombo (Figura 3.17) os resultados obtidos foram muito baixos, sendo os valores maximos de 5,3
mg/kg no t=180 nas amostras controlo e de 9,1 mg/kg no t=75 nas amostras LAB. Este produto ndo
apresentou uma tendéncia clara de aumento ou diminui¢do da concentracdo de putrescina ao longo

do tempo, e nenhum dos batchs se evidenciou com maior conteldo da mesma.

Tal como reportado para a putrescina, o produto que apresentou concentragdes mais

elevadas de cadaverina foi o salpicdo (Figura 3.18).
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Figura 3.18: Concentragdo de cadaverina durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira,

salpicdo e lombo em ambos os batchs (n=2) (Rf=1,28).

Tanto no salpicdo como no lombo, no final do tempo de armazenamento as amostras LAB
foram as que apresentam maior concentracdo de cadaverina. Relativamente ao salpicdo, este
mostrou uma concentracdo maxima de 126 mg/kg no t=180 para as amostras SLAB, sendo os valores
mais baixos registados no t=0 com 61 mg/kg nas amostras SC. No lombo existiu uma diminui¢do da
concentragdo ao longo do tempo de armazenamento para as amostras LC, no entanto as amostras
LLAB mostraram um aumento desta amina, sendo exce¢do o t=180 onde as amostras LLAB
apresentaram o seu valor minimo de 2,1 mg/kg. Nas amostras de ALAB 0 aumento de concentracdo
ao longo do tempo é minimo, apresentando no t=0 uma concentracdo de 13 mg/kg e no t=90 de 16
mg/kg. J4 nas amostras C deste produto houve um aumento, apresentando valores no t=0 de 14

mg/kg e no t=90 de 24 mg/kg.

Na histamina (Figura 3.19 e 3.20) o salpicdo também mostrou ser o produto que apresentou

valores mais elevados por kg de amostra.
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Figura 3.19: Concentragdo de histamina durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira,

salpicdo e lombo em ambos os batchs (n=2) (Rf=0,98).

As amostras SC apresentaram maior concentracdo desta amina biogénica em relagdo as
amostras SLAB ao longo do tempo, tendo sido registados os seus valores mais elevados no final do
tempo de armazenamento (133 mg/kg; t=180). A evolugdo ao longo do tempo da concentragdo de
histamina das amostras SLAB ndo seguiu uma tendéncia clara apesar da concentragdo inicial (20

mg/kg) ter sido inferior a registada no final do tempo de armazenamento (59 mg/kg).
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Figura 3.20: Concentragdo de histamina durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira e

lombo em ambos os batchs (n=2) (Rf=0,98).

Relativamente aos produtos alheira e lombo, as concentracdes foram muito mais baixas,
existindo mesmo algumas amostras de LLAB (t=0 e t=180) em que histamina ndo foi detetada pelo
equipamento, ou seja, amostras com concentracdes de histamina abaixo do limite de detecdo. As
amostras de alheira apresentaram um ligeiro aumento de concentrac¢do de histamina ao longo do
tempo, registando para o t=0 concentra¢bes de 3,9 mg/kg e de 0,59 mg/kg e para o t=90

concentracdes de 6,0 mg/kg e 9,8 mg/kg, para as amostras de AC e ALAB, respetivamente.

Relativamente aos resultados obtidos para a tiramina, apresentados na Figura 3.21, foi
possivel observar que, no final do tempo de armazenamento as concentra¢des das amostras C foram

superiores as das amostras LAB em todos os produtos.
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Figura 3.21: Concentragdo de tiramina durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira,

salpicdo e lombo em ambos os batchs (n=2) (Rf=0,95).

De um modo geral, as concentragdes maximas para esta amina foram atingidas no final do
tempo de armazenamento, a exce¢do da alheira. A alheira no inicio do tempo de armazenamento
apresentou valores para as amostras AC e ALAB de 34 mg/kg e 22 mg/kg e no final valores de 31
mg/kg e 24 mg/kg. No salpicdo, os valores iniciais nas amostras SC e SLAB foram de 98 mg/kg e 114
mg/kg e os valores finais de 180 mg/kg e 151 mg/kg. Relativamente ao lombo, este produto, no
periodo inicial do armazenamento, apresentou valores de tiramina nas amostras C mais baixos que
nas amostras LAB, que foram aumentando ao longo do tempo (amostras C, t=0: 17 mg/kg; t=180:
233 mg/kg), verificando-se o inverso nas amostras LLAB, ou seja, as amostras apresentaram valores
mais elevados que os valores do controlo no inicio, tendo no entanto, apresentado valores inferiores

aos do controlo no fim do periodo de armazenamento (t=0: 102 mg/kg; t=180: 72 mg/kg).

Tendo em conta os resultados obtidos para as aminas, verificou-se que o lombo apresentou
normalmente valores elevados de coeficiente de variacdo (CV) em todas as ABs. Este facto pode ter
sido causado por este produto apresentar para as aminas concentra¢des pequenas, e assim qualquer
variacdo de concentracdo entre réplicas (desvio-padrdo), por mais pequena que fosse resultar em
CV elevados. Relativamente aos outros produtos, normalmente este parametro estatistico

apresentou valores relativamente baixos (maioritariamente abaixo de 10 %).
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De uma forma geral, observando os resultados obtidos, as culturas LAB nem sempre foram

capazes de controlar as estirpes de descarboxilase-positiva, como reportado em outros estudos

(Suzzi & Gardini, 2003).

A anadlise de componentes principais (PCA) (Figura 3.22) mostra separacdo de amostras dos

diferentes produtos, ndo se verificando, no entanto, separacao entre batch de cada produto.
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Figura 3.22: Andlise de componentes principais com a projecdo das ABs analisadas (A) e a projecdo das

amostras (B).
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A maioria das amostras do salpicdo estd projetada no quadrante do PCA associado a
histamina, putrescina e cadaverina, estando também associadas a triptamina. Relativamente, ao
lombo, a sua projecdo da maioria das suas amostras indica como aminas associadas a este produto
a tiramina, a feniletilamina e a triptamina. Em relagdo as amostras alheira, elas ndo aparecem

associadas em nenhuma amina em particular.

Realizou-se também o teste t-student nos trés produtos para comparar os resultados obtidos
nas amostras controlo com os obtidos nos LAB. Os resultados do teste t-student estdo apresentados
no Apéndice H (Tabela H1). Na alheira existiram diferencas significativas entre os dois batchs nas
aminas: feniletilamina (p<0,001) que apresentou valores mais baixos nas amostras C; e cadaverina
(p=0,021) e tiramina (p=0,008) que mostraram valores mais baixos nas amostras LAB. O salpicdo
apresentou diferencas significativas nas aminas triptamina (p<0,001) e histamina (p=0,031), com
registo de valores mais baixos nas amostras LAB. Este produto apresentou ainda diferencas nas

aminas feniletilamina (p=0,012) e cadaverina (p=0,046) com valores mais baixos nas amostras C.

As amostras de lombo ndo apresentam diferencas significativas no estudo das aminas nas

amostras C e LAB.

3.2.3 Repetibilidade do método

Com o objetivo de verificar a repetibilidade do método calculou-se o recovery e o coeficiente
de variacdo (Tabela 3.10). Sendo o coeficiente de variacdo uma medida para avaliar a precisdo do
método, e apresentando valores baixos, tal parece indicar que o método é fidvel e apresenta
robustez nos resultados. O recovery foi sempre elevado ja que os valores observados estdo dentro

de um intervalo de 100 * 4 %.

Tabela 3.10: Teste de repetibilidade e % recovery (mg/kg; n=2).

. L Desvio- L. .. Recovery
Amina Média N Minimo Maéximo CV (%)
Padrdo (%)
Triptamina 17,74 0,25 17,57 17,92 99 1,4
Feniletilamina 16,45 0,44 16,14 16,76 102 2,7
Putrescina 12,94 0,50 12,59 13,30 103 3,9
Cadaverina 13,56 0,45 13,25 13,88 102 3,3
Histamina 12,69 0,61 12,26 13,12 104 4,8
Tiramina 18,675 0,043 18,645 18,705 100 0,23
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3.3 Aminas biogénicas como indice de qualidade

Para se aferir a qualidade dos produtos carneos em estudo foram calculados alguns indices

cujos valores sdo apresentados na Tabela 3.11.

Tabela 3.11: Total de aminas vasoativas (VAT), indice de ABs (BAI) e total da soma das ABs (BAT) em cada

produto analisado ao longo do tempo (mg/kg).

. Alheira Salpicdo Lombo
Dias Batch
VAT BAI BAT VAT BAI BAT VAT BAI BAT
0 C 58,1 57,9 78,1 200 427 467 57,6 29,6 69,2
LAB 41,7 41,9 61,3 254 467 517 146 109 153
15 C 49,6 91,2 104 232 442 497 56,8 39,0 64,4
LAB 45,1 73,2 94,8 258 519 564 223 139 228
30 C 53,1 101 115 354 836 897 217 195 225
LAB 48,1 96,4 119 273 612 648 234 195 239
45 C 50,0 128 142 207 429 462 201 165 209
LAB 52,7 128 150 274 581 614 259 214 266
60 C 53,3 129 143
LAB 57,7 127 154
75 C 54,0 153 165 311 671 727 176 132 184
LAB 70,1 157 185 349 753 800 202 182 217
90 C 50,2 149 163 411 888 959 226 184 237
LAB 62,8 135 165 359 721 762 188 147 196
120 C 351 762 833 248 208 254
LAB 346 715 757 278 243 292
165 C 335 799 861 207 167 213
LAB 346 788 830 166 152 175
180 C 328 828 891 280 241 288
LAB 335 742 800 90,4 75,3 93,5

A soma das ABs vasoativas (triptamina, feniletilamina, histamina e a tiramina) foi proposta
como um possivel indicador das condi¢des higiénicas e boas praticas de fabrico em enchidos (Suzzi
& Gardini, 2003). Da observacdo dos valores obtidos para o VAT (Tabela 3.11) verificou-se que o

salpicdo apresentou sempre os valores mais elevados e a alheira os mais baixos (Figura 3.23).
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Figura 3.23: Total de aminas vasoativas (VAT) durante o tempo de armazenamento para as amostras de alheira,

salpicdo e lombo em ambos os batchs.

Pela analise do indice de qualidade de ABs (BAIl) e da soma de todas as ABs, verificou-se que
existiu um gradiente nos trés produtos de ABs (Tabela 3.11). Hernandez-Jover et al. (1996) e Ozogul
& Ozugol (2020) sugeriram como limites BAI, os valores de <5 mg/kg para boa qualidade de carne
fresca, entre 5 e 20 mg/kg para carne aceitavel, entre 20 e 50 mg/kg para baixa qualidade de carne
e >50 mg/kg para carne estragada. Comparando os resultados obtidos com estes limites, verificou-
se que apenas as amostras ALABO, LCO e LC15 se encontravam dentro do limite para baixa qualidade

de carne fresca, com valores de 41,9 mg/kg, 29,6 mg/kg e 39,0 mg/kg, respetivamente.

Estes resultados sdo apresentados em forma de grafico juntamente com os limites sugeridos
pelos autores acima referidos (Figura 3.24). Assim, os valores apresentados abaixo da linha verde -
correspondem a amostras em que a matéria prima apresentava boa qualidade, entre a linha verde
e a amarela - a amostras em que matéria prima apresentava qualidade aceitavel, da linha amarela a
vermelha - a amostras em que a matéria prima apresentava baixa qualidade e os resultados
apresentados acima da linha vermelha - corresponde a amostras em que a matéria prima ndo

apresentava qualidade.

Comparando as Figuras 3.23 e 3.24 verificou-se que a tendéncia mostrada pelos diferentes
produtos ao longo do tempo foi semelhante para estes dois indicadores. Assim, parece existir uma

relacdo entre o conteddo de aminas vasoativas e a qualidade dos produtos carneos.
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Amostras com valores elevados de total de aminas vasoativas mostravam normalmente
valores de BAI elevados, sendo as aminas deste ultimo grupo potencializadores da toxicidade das
aminas vasoativas (Eerola, Sagués & Hirvi, 1998). A formacdo de aminas pode estar relacionada com

problemas das condi¢des de higiene da matéria prima e das boas praticas de fabrico.
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Figura 3.24: [ndice de AB (BAI) ao longo do tempo para as amostras de alheira, salpicdo e lombo em ambos os

batchs, com os limites sugeridos por Hernandez-Jover et al. (1996) e Ozogul & Ozugol (2020).

Como indicador da perda de qualidade, o estudo das ABs, individuais ou em combinacdo, é
muito relevante visto que o aumento significativo de ABs ocorre antes do aparecimento dos sinais
sensoriais de deterioragdo (Vidal-Carou et al.,2009).

Na unido Europeia apenas existe limites para a histamina em produtos de pescado, no
entanto varios autores propdem limites para outras ABs em varios tipos de alimentos. Um exemplo,
sdo os limites maximos tolerados em enchidos fermentados de 360 mg/kg para a putrescina e de
1080 mg/kg para a cadaverina propostos por Rauscher-Gabernig et al. (2012). Os niveis aceitaveis
de tiramina num alimento sdo entre 100-800 mg/kg, mas segundo Shalaby (1996) e Ozogul & Ozogul
(2020), concentracBes de tiramina superiores a 1080 mg/kg podem apresentar um potencial risco
de toxicidade para os humanos. Assim, segundo a opinido cientifica da EFSA (2011) no controlo do
risco da formacdo de ABs em produtos fermentados, de todas as aminas, a tiramina e a histamina

sdo as ABs que apresentam maior toxicidade.
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Pelos resultados obtidos, apenas o salpicdo apresenta niveis superiores a 360 mg/kg para a
putrescina. Em relagdo aos limites propostos para a cadaverina e a tiramina, tanto a alheira como o

salpicdo e o lombo apresentam concentra¢des dessas aminas inferiores a estes limites.

Como anteriormente referido, as ABs podem ser potencialmente prejudiciais para a saude
humana. Isto acontece quando o total da concentracdo de todas as aminas presentes num alimento
¢ superior a 1000 mg/kg (Santos, 1996). Relativamente, ao estudo efetuado, como se pode verificar

pela analise da Figura 3.25 as amostras analisadas ndo apresentavam potencial risco para a saude

humana.
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Figura 3.25: Total de AB (BAT) ao longo do tempo para as amostras de alheira, salpicdo e lombo em ambos os

batchs, obtidos com o limite maximo quando estas, possivelmente, apresentam risco para a saude humana.

Como o nivel toxicoldgico das ABs é muito dificil de definir ja que depende das caracteristicas
individuais assim como da presenca de outras aminas, existem autores, como Ozogul & Ozogul

(2020) que sugerem para conteudo total de ABs num produto, valores maximos compreendidos

entre 750 e 900 mg/kg.

As ABs quando presentes em concentracBes elevadas podem ter efeitos toxicoldgicos
causando problemas de salde especialmente em individuos ja com problemas associados. Assim um
conhecimento mais efetivo das ABs é importante para se poder aumentar a qualidade e seguranca

dos produtos alimentares.
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Conclusdes e Trabalho Futuro

O método inicialmente adotado neste estudo (método 1) deu resultados muito dispersos
(CV préximos de 100 %) e com valores de concentracdo considerados a partida muito elevados, por
exemplo 23487 mg/kg de histamina na amostra de LLAB (t=165 dias), sendo o valor de referéncia,
segundo o regulamento da Comissdo Europeia n? 2073/2005 de 15 de novembro para a histamina,
de 200 mg/kg para peixe. Este método foi modificado e comparado com um método de
guantificacdo de aminas (AOAC) e os resultados sdo, em geral, ndo significativamente diferentes: na
andlise de variancias ndo ha diferencas significativas e na analise de médias ndo ha diferencas
significativas na quantificacdo da putrescina e da histamina, mas ha diferencas na quantificacdo da
cadaverina. Apesar da proximidade de resultados entre o método 1 modificado e o método 2,
passou-se a usar o método da AOAC (método 2) porque este é muito mais produtivo. Para o mesmo
tempo de trabalho, com o método 2 faziam-se 18 andlises e com o método 1 modificado faziam-se

4 andlises.

A adicdo de culturas laticas neste tipo de produtos prolonga o seu prazo de validade e
garante a seguranca alimentar dos consumidores. As amostras de alheira foram analisadas até aos
90 dias de armazenamento, sendo o tempo de vida util normal dos produtos deste tipo de 60 dias.
No caso do salpicdo e do lombo fatiados as amostras foram analisadas até aos 180 dias, ja que para
este tipo de produtos o tempo de vida Util é normalmente de 120 dias. De um modo geral, as culturas
LAB ndo influenciaram a formacdo das ABs nos produtos analisados. Contudo, as culturas LAB
contribuiram para a diminuicdo do conteldo de cadaverina e tiramina nas amostras de alheira e do

conteldo de triptamina e histamina nas de salpicao.

Os valores apresentados pelo método 2 para as ABs ndo apresentam potencial risco para a

salde publica. No entanto, o salpicdo foi o produto que apresentou maior conteldo total de ABs.

No método 2, apesar de apresentar repetibilidade nos resultados, é necessario fazer ajustes
nomeadamente, nas condi¢des do HPLC, de modo a obter-se tempos de retengdo para as ABs mais
distanciados entre si. Assim, os cromatogramas obtidos terdo os picos referentes as aminas mais
distanciados, resultando numa melhor integracdo dos mesmos, e consequentemente uma
quantificacdo mais fidvel das ABs. Para tal, serd necessario verificar as condices do HPLC
relacionando o tempo de duracdo da determinacdo, com a temperatura da coluna e o fluxo dos
eluentes. Deveriam também serem efetuados mais testes de repetibilidade com padrées de
diferentes ABs, amostras e com matrizes padronizadas de amostras de produtos carneos. Deste
modo, seria possivel determinar o desvio-padrdo, assim como o erro associado as determinacgbes

das diferentes aminas. O estudo das curvas de calibragdo para cada ABs também poderd ser efetuado
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de modo a determinar a equagdo de reta para quantificar as aminas, os limites de detecdo e de

quantificacdo (LOD e LOQ) assim como a gama de trabalho.

Para uma melhor compreensdo dos valores obtidos para as ABs neste estudo, seria
interessante determinar o conteudo proteico dos produtos e avaliar o tipo de degradacdo proteica
gue estes produtos sofrem ao longo do tempo de armazenamento. Outro parametro a analisar seria

0 azoto basico volatil total (ABVT) para estudos comparativos com o BAI obtido.
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FFECI STARNERICUIFTURES IN SIX BIOGENIC AMINE
- CONTENT OFSTRADITIONAL PORTUGUESE SAUSAGES
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INTRODUCTION

This work aims to study the effect of the addition of a LAB strain, known to be active against some pathogens that can be found in cured meat products, on
the levels of six biogenic amines in traditional Portuguese sausages during storage.

The biogenic amines were determined during storage time of 90 days for “Alheira” and 180 days for “Salpicdo” at intervals of 15 days. Similar products were
produced with the addition of starter culture (LAB samples) and without, here called control samples. All samples were vacuum packed and stored at 4°C.
Amines were extracted and derivatized according to J. AOAC International method (AOAC, 1999). Quantification was obtained by HPLC.

METHODS
5 g of sample Mix with 10 mL perchloric Add 100 pL of 1,7- Centrifuge at 4000 rpm/
9 P acid 0.2 M diaminoheptane solution 4°C for 5 min
Sample Derivatization
., Add 600 pL of . Add 800 L of Incubate for 5 min at 60°C _ :
200 L of extract Na,CO; solution dansylchloride solution - in the dark Cool into RT
Collect the « | Keepinthefreezerat Add 1mLtoluene < Restin the dark for 15 min «—  /Add 200 uL proline
non-frozen phase -18°C for at least 30 min solution
|
Evaporate the solvent Re-dissolve the re;if1ue in Filter through inline _, Inject20 pLsolutioninto 5 chromatogram
under nitrogen flow 400 pL acetonitrile syringe filter
RESULTS AND DISCUSSION TRYPTAMINE PHENYLETHYLAMINE
The study of “Alheira” product showed significant differences in 2- Aheict Cortrol - w"ARErs A8 m"Seipcka” Contol  m"Sepikho” LAB of wARSRAS mrSipcho Coniol S8

phenylethylamine concentration (p<0.001) with lower value in
control samples, and in cadaverine (p=0.021) and tyramine
(p=0.008) with lower values in LAB samples.

(me/xe)

The study of “Salpicao” product showed significant differences in
tryptamine concentration (p<0.001) and histamine (p=0.031) with
lower values in LAB samples; 2-phenylethylamine (p=0.012) and
cadaverine (p=0.048) with lower values in control samples.

¥l
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Fig.1. Two chromatograms of six amines in “Salpicao” control samples in Fig.2. Tryptamine, phenylethylamine, putrescine, cadaverine, histamine and tyramine
zero and 90 days storage. concentrations during storage time for "Alheira" and "Salpicao" for the LAB and control samples.
CONCLUSION

It can be concluded that the inclusion of the LAB starter does not affect the intrinsic quality features of the studied samples, the determined biogenic
amine values in all samples being according to literature values found in this type of products.
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Introduction

Starter cultures are used in meat sausages production mainly for
technological reasons but, depending on the species, an added effect
against other bacteria, including pathogens, can occur. Lactic acid bacteria
(LAB), usually considered non-pathogenic and non-toxic are the main
fermenting microorganisms in starter cultures, but some LAB species can
produce biogenic amines (BAs). The formation and increase of the content of
BAs is related to food degradation processes, reason why it is important to
control the contents of these amines over product lifetime.

This study aims to ascertain the effect of the addition of a LAB strain, known
to be active against some pathogens that can be found in cured meat
products, on cadaverine and putrescine production in cured-smoked
sausage-like pork products during storage.

Results
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Figure1. HPLC chromatograms of biogenic amines in “Alheira” control sample (A: 0
days, B: 60 days).
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Material and Methods

The LAB strain Lactobacillus plantarum ST153ch was applied to three
cured-smoked products. In “Alheira” it was added together with meat and
other ingredients before the curing process and in “Salpicdo” and “Lombo”
it was included in finished products after slicing. Similar products were
produced without the addition of starter culture, here called control
samples.

BAs levels were determined by HPLC with an analytical Thermo Ultimate
3000 system. Amines were extracted with perchloric acid solution and
derivatized with dansyl chloride following J. AOAC International method
(AOAC, 1999) with some modifications.
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Figure 2. Biogenic amines content for “Alheira”, “Salpic&o” and “Lombo” in LAB
and Control groups.

The tendency observed is that the starter culture addition did not influence the putrescine contents in "Alheira", “Salpicdo” and “Lombo” cured products; It
did not influence the level of cadaverine in “Lombo”; In “Salpicao”, the effect of starter culture is in the limit with p=0.057. However in “Alheira” product the
starter culture addition influences the concentration of cadaverine, with a lower concentration in the LAB group.

In this study it can be concluded that the inclusion of LAB starter cultures did not influence the putrescine and cadaverine contents along the storage of

all the tested products, except for “Alheira” with a positive effect in cadaverine.
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Apéndice B

A curva de calibracdo efetuada para a amina biogénica histamina pelo método 1 estd

apresentada na Figura B1.
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Figura B1: Reta de calibragdo para a amina biogénica histamina realizada no método 1.
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Apéndice C

Nas Figuras C1, C2 e C3 estdo apresentados exemplos de cromatogramas obtidos, no
método 1, nas varias injecGes no HPLC das analises aos trés produtos nos dois batchs para o t=0. Os

cromatogramas apresentados em cima e em baixo de cada figura representam as amostras controlo

e amostras LAB, respetivamente.
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Figura C1: Cromatograma exemplo das amostras de alheira controlo e LAB no t=0 dias. Identificagdo dos picos:

1- Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Histamina; 4- Padrdo interno.
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Figura C2: Cromatograma exemplo das amostras de salpicdo fatiado controlo e LAB no t=0 dias. Identificacdo

dos picos: 1- Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Histamina; 4- Padrdo interno.
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Cromatograma geral Cromatograma ampliado

Figura C3: Cromatograma exemplo das amostras de lombo fatiado controlo e LAB no t=0 dias. Identificacdo

dos picos: 1- Putrescina; 2- Cadaverina; 3- Histamina; 4- Padrdo interno.
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Apéndice D

Na Tabela D1 sdo apresentados os valores das dreas obtidas nos cromatogramas para cada
amina em cada amostra estudada. Nas Tabelas D2, D3 e D4 estdo apresentados os resultados obtidos
da determinacdo do conteldo de ABs na alheira, salpicdo e lombo fatiado pelo método 1. Nas tabelas
apresentadas neste apéndice os valores sdo apresentados com 4 algarismos significativos com

excecdo de nimeros inteiros com maior nimero de algarismos.

Tabela D1: Areas obtidas nos cromatogramas para cada amina em cada amostra estudada pelo método 1

(mAU*min).

Alheira Salpicdo Lombo
Dia Amina LAB Controlo LAB Controlo LAB Controlo
0 Putrescina 5,542 7,883 108,7 163,5 11,58 38,33
Cadaverina 11,91 16,85 166,3 79,69 29,22 121,1
Histamina 400,7 236,3 1656 1109 705,0 1452
PI 65,38 72,24 68,20 80,83 47,59 77,38
15 Putrescina 23,04 21,98 88,29 179,3 8,830 37,53
Cadaverina 16,09 19,71 135,9 86,92 17,53 38,06
Histamina 179,0 11,04 200,4 444,7 403,8 1269
PI 68,75 98,24 55,96 106,2 32,63 65,63
30 Putrescina 3,589 24,21 1289 221,2 15,18 8,848
Cadaverina 5,569 22,09 163,4 67,21 57,45 26,43
Histamina 1149 2,686 1589 430,3 886,9 748,8
PI 21,05 87,54 68,82 97,74 50,56 56,15
45 Putrescina 29,23 37,13 113,5 52,76 6,943 28,44
Cadaverina 8,238 19,26 212,9 58,74 17,36 33,41
Histamina 81,82 1141 1874 1824 387,1 1155
PI 45,48 76,74 56,58 35,69 32,64 81,10
60 Putrescina n.d.? 40,84 92,58 69,38 10,15 66,48
Cadaverina 3,168 16,02 69,06 41,56 29,57 15,37
Histamina 306,5 4,200 1318 1254 467,1 305,9
PI 20,06 88,53 58,02 31,83 42,97 50,49
75 Putrescina 13,06 49,45 105,2 62,46 11,73 9,839
Cadaverina 6,291 19,15 80,22 26,30 64,78 8,796
Histamina 216,4 5,912 1167 408,3 1176 240,8
PI 18,82 94,51 55,32 29,90 28,76 67,10

Continua
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Tabela D1: Areas obtidas nos cromatogramas para cada amina em cada amostra estudada pelo método 1

(mAU*min) (continuagdo).

Alheira Salpicdo Lombo
Dia Amina LAB Controlo LAB Controlo LAB Controlo
90 Putrescina 18,88 31,94 126,4 54,56 15,95 9,923
Cadaverina 6,420 8,489 88,25 19,88 73,42 10,21
Histamina 356,4 18,05 1037 101,2 1719 188,7
PI 27,45 61,68 74,87 22,63 58,25 74,59
105 putrescina 101,8 70,76 17,67 97,28
Cadaverina 63,89 24,54 74,08 5,220
Histamina 207,0 248,7 740,3 189,7
PI 46,93 27,65 28,70 55,48
120 puytrescina 11,63 1133 6,103 4,639
Cadaverina 27,28 52,18 36,05 14,16
Histamina 811,1 633,6 595,3 513,9
PI 17,67 47,08 20,97 10,12
135 pytrescina 117,8 118,6 17,90 3,096
Cadaverina 64,62 88,65 11247 2,777
Histamina 475,7 1688 1787 61,77
PI 43,70 20,47 24,90 39,30
150 Putrescina 178,0 157,7 21,32 9,540
Cadaverina 118,3 77,48 141,4 34,83
Histamina 807,7 1428 1929 823,4
Pl 77,83 64,28 28,14 45,95
165 putrescina 110,2 88,20 15,43 13,94
Cadaverina 129,3 36,05 89,96 42,05
Histamina 1653 395,2 1700 719,0
Pl 59,70 43,62 16,16 47,91
180 pytrescina 76,38 104,5 32,02 12,13
Cadaverina 87,28 36,32 167,1 61,37
Histamina 1326 407,8 1690 902,6
PI 39,25 36,65 29,96 37,67

@n.d. — ndo detetado
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Tabela D2: Conteldo de ABs obtidas pelo método 1 na alheira durante o armazenamento (mg/kg).

Dias Batch Putrescina Cadaverina Histamina
0 Controlo 26,31 50,52 867,8
LAB 17,03 32,88 1354
15 Controlo 53,95 43,46 29,80
LAB 67,33 42,25 575,6
30 Controlo 66,67 54,65 8,138
LAB 34,43 47,98 12128
45 Controlo 116,7 54,37 3946
LAB 129,1 32,70 397,7
60 Controlo 111,3 39,19 12,59
LAB n.d.2 28,64 3394
75 Controlo 126,2 43,89 16,60
LAB 139,4 60,33 2541
90 Controlo 124,9 29,81 77,64
LAB 138,2 42,21 2870

2n.d. — ndo detetado
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Tabela D3: Contelido de ABs obtidas pelo método 1 no salpicéo fatiado durante o armazenamento (mg/kg).

Dias Batch Putrescina Cadaverina Histamina
0 Controlo 406,5 1779 3033
LAB 320,2 440,3 5367
15 Controlo 339,2 147,7 925,6
LAB 317,0 438,4 791,6
30 Controlo 454,7 1241 973,0
LAB 376,3 428,6 5104
45 Controlo 297,0 297,0 11297
LAB 402,9 679,3 7322
60 Controlo 437,9 235,6 8707
LAB 320,6 214,8 5023
75 Controlo 419,8 158,6 3019
LAB 382,0 261,8 4665
90 Controlo 484,5 158,6 989,2
LAB 339,2 212,8 3061
105 Controlo 514,2 160,2 1988
LAB 435,7 245,7 974,8
120 Controlo 483,5 200,0 2975
LAB 133,0 280,1 10200
135 Controlo 1164 781,7 18226
LAB 541,6 266,9 2407
150 Controlo 492,9 217,5 4909
LAB 459,5 274,3 2294
165 Controlo 406,3 149,2 2003
LAB 371,0 390,8 6121
180 Controlo 572,8 178,8 2459
LAB 390,9 401,3 7469
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Tabela D4: Contetido de ABs obtidas pelo método 1 no lombo fatiado durante o armazenamento (mg/kg).

Dias Batch Putrescina Cadaverina Histamina
0 Controlo 99,51 282,5 4148
LAB 49,40 111,9 3307
15 Controlo 114,9 104,7 4275
LAB 54,92 97,98 2763
30 Controlo 31,97 85,81 2977
LAB 60,93 207,1 3917
45 Controlo 71,17 75,10 3181
LAB 43,17 96,97 2648
60 Controlo 264,5 54,93 1339
LAB 47,95 125,4 2427
75 Controlo 29,76 23,90 801,2
LAB 82,75 410,6 9131
90 Controlo 27,00 24,96 564,8
LAB 55,57 229,8 6589
105 Controlo 355,8 17,115 763,4
LAB 125,0 470,5 5760
120 Controlo 92,58 253,9 11285
LAB 58,75 311,8 6305
135 Controlo 15,98 12,88 350,9
LAB 145,7 912,7 16028
150 Controlo 42,13 138,2 4001
LAB 153,7 916,3 15302
165 Controlo 59,04 160,0 3351
LAB 193,8 1015 23487
180 Controlo 65,33 297,0 5349
LAB 216,9 1017 12593
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Apéndice E

Na Tabela E1 estdo apresentados os valores de pH medidos durante a derivatizacdo dos
extratos das amostras, nomeadamente na etapa da incubacdo, e os valores de pH medidos no final

da derivatizacdo pelo método 2 antes de se proceder a sua quantificacdo das aminas em HPLC.

Tabela E1: Medicdo do pH durante a derivatizacdo e o pH final no método 2.

Alheira Salpicdo Lombo

Dia pH LAB Controlo LAB Controlo LAB Controlo
0 Derivatizacao

Final
15 Derivatizacao

Final
30 Derivatizacao

Final
45 Derivatizacao

Final
60 Derivatizacao

Final
75 Derivatizacao

Final
90 Derivatizacao

Final

105 Derivatizacao
Final

120  Derivatizacao
Final

135 Derivatizacao
Final

150  Derivatizacao
Final

165 Derivatizacao
Final

180  Derivatizacao

v O U © U1 O U1 O Uuun L U1 O U1l O Uuu O U1 o U1l O U O U1 O U O
v O U © U1 O U1 O U1 L U1 O U1 O U1 L U1 O U1 O U1 L U1 O Uu O
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Apéndice F

Nas Figuras F1, F2 e F3, tal como no método 1, estdo apresentados exemplos de
cromatogramas obtidos em HPLC pelo método 2 das analises aos trés produtos em ambos os batchs
para o t=0. Os cromatogramas apresentados em cima e em baixo de cada figura representam as

amostras controlo e amostras LAB, respetivamente.

Cromatograma geral

ALl

i . ox & & B OB O

Figura F1: Cromatograma exemplo das amostras de alheira controlo e LAB no t=0 dias. Identificagdo dos picos:

1- Triptamina; 2- Feniletilamina; 3- Putrescina; 4- Cadaverina; 5- Histamina; 6- Padrdo interno; 7- Tiramina.
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Figura F2: Cromatograma exemplo das amostras de salpicdo fatiado controlo e LAB no t=0 dias. Identificagdo

dos picos: 1- Triptamina; 2- Feniletilamina; 3- Putrescina; 4- Cadaverina; 5- Histamina; 6- Padrdo interno; 7-

Tiramina.
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Cromatograma geral Cromatograma ampliado
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Figura F3: Cromatograma exemplo das amostras de lombo fatiado controlo e LAB no t=0 dias. Identificacdo
dos picos: 1- Triptamina; 2- Feniletilamina; 3- Putrescina; 4- Cadaverina; 5- Histamina; 6- Padrdo interno; 7-

Tiramina.
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Apéndice G

Na Tabela G1 sdo apresentados os valores médios das dreas obtidas nos cromatogramas. As

Tabelas G2, G3 e G4 apresentam os resultados obtidos na determinacdo do conteddo de ABs na

alheira, salpicdo fatiado e lombo fatiado, pelo método 2, sendo as determinacbes efetuadas em

duplicado. Os resultados sdo apresentando em média + desvio-padrdo. Nas tabelas apresentadas

neste apéndice os resultados sdo apresentados com 3 algarismos significativos.

Tabela G1: Areas obtidas nos cromatogramas para cada amina em cada amostra estudada pelo método 2

(mAU*min; n=2).

Alheira Salpicdo Lombo
Dia Amina LAB Controlo LAB Controlo LAB Controlo
0 Triptamina 3,91 10,7 9,12 27,2 19,7 22,4
Feniletilamina 6,75 2,14 20,6 8,59 16,0 10,2
Putrescina 9,17 12,1 394 516 6,14 10,3
Cadaverina 18,3 24,7 136 150 9,28 16,4
Histamina 0,575 5,39 23,1 133 n.d.2 2,63
PI 17,4 22,6 19,3 31,2 27,5 28,5
Tiramina 22,1 45,2 128 178 163 27,4
15 Triptamina 5,22 7,01 10,2 32,2 17,6 6,07
Feniletilamina 6,54 1,41 21,2 9,17 51,8 8,03
Putrescina 47,6 64,7 489 509 2,65 3,67
Cadaverina 25,3 40,4 159 147 8,29 7,60
Histamina 1,59 6,29 64,0 79,6 0,108 2,56
PI 17,7 23,2 22,7 28,0 24,7 18,3
Tiramina 23,1 44,1 163 183 191 30,7
30 Triptamina 8,04 8,30 14,6 28,0 25,1 11,1
Feniletilamina 6,63 1,16 14,4 11,3 15,6 10,6
Putrescina 100 74,1 706 849 3,55 5,06
Cadaverina 29,6 49,0 178 180 8,95 10,4
Histamina 3,04 6,90 104 128 0,111 3,67
PI 21,9 23,9 27,0 22,4 31,2 24,4
Tiramina 30,3 48,9 238 246 343 261
45 Triptamina 8,34 8,22 18,4 23,4 25,3 20,1
Feniletilamina 6,69 1,37 15,3 9,54 15,8 11,4
Putrescina 152 144 835 589 4,28 5,38
Cadaverina 38,5 44,6 218 199 11,1 11,3
Histamina 4,17 7,87 116 113 3,55 3,78
Pl 21,2 24,3 35,0 34,7 26,7 24,7
Tiramina 38,5 43,9 325 205 316 220
60 Triptamina 10,8 7,68
Feniletilamina 8,96 1,01
Putrescina 172 138
Cadaverina 31,6 33,7
Histamina 8,05 6,24
Pl 25,1 22,7
Tiramina 38,7 46,8
2n.d. —ndo detetado
Continua
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Tabela G1: Areas obtidas nos cromatogramas para cada amina em cada amostra estudada pelo método 2

(mAU*min; n=2) (continuagao).

Alheira Salpicdo Lombo
Dia Amina LAB Controlo LAB Controlo LAB Controlo
75 Triptamina 9,29 6,87 21,0 27,1 15,7 33,0
Feniletilamina 7,85 0,838 14,4 12,3 13,1 11,7
Putrescina 177 164 818 769 21,4 4,55
Cadaverina 22,6 53,4 242 193 11,5 14,4
Histamina 5,37 7,58 119 62,3 3,60 3,22
Pl 20,7 23,3 26,1 24,4 27,7 30,1
Tiramina 46,3 50,5 276 218 265 214
90 Triptamina 8,80 6,50 13,3 32,9 23,3 31,8
Feniletilamina 9,32 0,946 24,4 12,6 13,4 12,2
Putrescina 146 148 885 821 5,14 11,8
Cadaverina 24,1 37,7 289 217 10,8 13,9
Histamina 10,5 7,11 99,0 152 3,86 3,65
Pl 19,6 19,5 30,3 22,4 26,0 29,6
Tiramina 27,2 35,1 344 281 206 294
120 Triptamina 13,2 37,7 19,1 12,5
Feniletilamina 14,4 11,4 18,4 28,6
Putrescina 746 848 8,06 5,58
Cadaverina 197 209 21,0 7,49
Histamina 11,4 113 3,88 0,646
Pl 219 24,7 25,0 28,4
Tiramina 241 247 327 331
165 Triptamina 12,1 34,1 14,5 10,8
Feniletilamina 13,8 13,6 13,3 10,7
Putrescina 821 933 8,13 1,71
Cadaverina 189 209 18,3 6,38
Histamina 10,4 197 7,26 0,154
Pl 20,6 27,3 42,0 15,3
Tiramina 220 278 313 141
180 Triptamina 20,7 33,0 24,5 15,0
Feniletilamina 16,9 14,5 12,3 23,4
Putrescina 757 953 6,19 11,9
Cadaverina 218 174 11,4 6,17
Histamina 78,3 209 n.d.? 0,214
Pl 22,1 26,2 69,9 26,7
Tiramina 193 274 292 360

2n.d. — ndo detetado
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Tabela G2: Contetdo de ABs determinado pelo método 2 na alheira durante o armazenamento (mg/kg, média

* desvio padrdo da média; n=2).

Dias  Batch TRIP FENI PUT CAD HIS TIRA
0 Controlo 17,4 +5,1 2,75+0,52  6,23+0,36 13,743+0,048 3,91+0,32  34,03%0,19
292 19 5,7 0,35 8,1 0,56
LAB 7,8+2,3 11,6+ 1,8 6,30 £ 0,76 13,31+025 0,59+024  21,65%0,28
30 16 12 1,9 40 1,3
15 Controlo  11,1+1,7 1,77+0,60 325+14 21,90+0,19  4,44+0,35 323+1,7
15 34 43 0,86 7,8 5,1
LAB 10,91+0,35 10,66+0,65 31,60+0,99  18,038+0,036 1,40+0,43 22,17 +0,62
3,2 6,1 3,1 0,20 30 2,8
30 Controlo  12,78+0,44  1,43+043 362+16 25,9+2,5 4,71+0,39  34,21+0,96
3,5 30 45 9,5 8,3 2,8
LAB 13,51£0,60 881+0,56 53,58+0,20 17,017+0,069 2,278 +0,059 23,54 +0,25
4,4 6,3 0,38 0,41 2,6 1,1
45 Controlo  1241+0,59  1,64+0,42 69,0+6,7 23,1+2,6 530+0,77 30,7+138
4,8 26 9,7 11 14 5,9
LAB 13,10£0,32 84+1,0 76,3£8,2 20,9+2,6 2,94+028  282+39
2,5 12 11 13 9,4 14
60 Controlo  1247+0,79  1,301£0,047 71,1+2,9 18,7+ 1,5 4,445 + 0,097 35,07 0,78
6,3 3,6 41 7,8 2,2 2,2
LAB 15,8+ 1,8 10,4 + 1,4 80,1+1,2 15,85+0,47  527+0,18  26,22+0,50
11 13 1,5 3,0 3,5 1,9
75 Controlo  10,83+0,59  1,04+0,38 81,9+1,8 28,8+2,1 5,333+0,053 36,8+2,1
5,4 37 2,2 7,2 1,0 5,7
LAB 16,549 + 0,050 11,07+0,17 100,9 8,2 13,83+0,81  4,29+0,22  38,16+0,10
0,30 1,5 8,1 5,8 5,0 0,25
90 Controlo  12,225+0,088 1,41+0,19 883+2,6 242+2,3 5,970 +0,042 30,56 + 0,28
0,72 13 2,9 9,4 0,70 0,92
LAB 16,52 £0,28 13,8+ 1,0 87,0+2,9 15,52+0,77 88+1.2 23,6140,49
1,7 7,5 3,4 5,0 14 2,1

2 Coeficiente de variagdo (%)
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Tabela G3: Contetdo de ABs determinado pelo método 2 no salpicdo fatiado durante o armazenamento

(mg/kg, média * desvio padrdo da média; n=2).

Dias  Batch TRIP FENI PUT CAD HIS TIRA
0 Controlo  32,42+0,27 8,1+1,2 196 £ 11 61,3+2,4 71,2+5,1 98+ 11
0,832 14 5,4 4,0 71 11
LAB 17,65+0,14 31,50+0,70 24316 90,3 +3,0 19,92 £ 0,43 114 £13
0,81 2,2 6,4 3,4 2,1 11
15 Controlo  42,7+7,4 9,8 +4,5 2150+ 1,8 67,0+3,0 47,2 £2,7 113 £14
17 46 0,85 4,5 5,7 13
LAB 17,1+4,0 28,1+5,2 258 +33 89,2+1,7 47,4 £5,9 124,0+1,7
23 18 13 1,9 12 1,3
30 Controlo 46,8 +5,7 15,0+ 1,2 4486 5,3 102,544 0,20 94,71 +0,49 189,7+6,0
12 8,1 1,2 0,19 0,52 3,2
LAB 20,19+0,22 15764020 310,5+6,2 84,5+1,7 64,3+1,3 152,7+5,6
1,1 1,3 2,0 2,0 2,0 3,7
45 Controlo  24,9+4,4 8,0+2,1 200,7 £ 6,6 73,1453 54,1+2,3 101+15
18 26 3,3 7,3 4,2 15
LAB 19,8 £2,9 13,0+ 1,6 285 + 44 80+ 12 55,4+6,8 161+ 20
15 12 15 15 12 12
75 Controlo  41,0+8,0 14,9+ 1,6 373,0£6,8 101,0+6,1 42,44 £0,17 154,5+8,3
19 11 1,8 6,0 0,39 5,4
LAB 30,9+5,3 16,9+ 3,6 374 +19 118,20+0,57 77,3%7,6 183,1+4,2
17 21 4,9 0,48 9,9 2,3
90 Controlo  54,6+1,9 16,62+0,21 435420 123,6+1,7 113,3+3,3 216,2+7,5
3,4 1,3 4,6 1,3 2,9 3,5
LAB 16,5+ 2,5 23,75+0,52  348+31 122,0+3,7 54,8+7,5 196,8 + 6,6
15 2,2 8,9 3,0 14 3,4
120 Controlo 56,9 +5,0 13,57 0,28  405+18 107,7+7,8 76,3+7,9 173 £26
8,8 2,1 4.4 7,2 10,3 14,9
LAB 22,5+1,1 19,3504 0,055 402,5+4,2 114,7+2,5 8,67+0,32 189,5+6,3
4,8 0,28 1,0 2,2 3,7 3,3
165  Controlo 47,3+88 14,76 40,52 4052 +1,2 97,6+2,1 120,4 +3,2 175,8+5,5
19 3,5 0,29 2,1 2,7 3,1
LAB 22,1423 19,89+ 0,80 476 +45 118+ 12 8,4+18 186+ 16
10 4,0 9,5 9,9 22 8,8
180  Controlo 47,0472 16,314 40,032 430+14 84,7+2,8 132,8+7,0 180,3+6,8
15 0,20 3,2 3,3 5,3 3,7
LAB 350+1,9 22,64+0,41  406+20 125,9+2,6 59,0 +5,7 151,14+ 0,66
5,5 1,8 4,8 2,1 9,7 0,4

2 Coeficiente de variagdo (%)
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Tabela G4: Contelido de ABs determinado pelo método 2 no lombo fatiado durante o armazenamento (mg/kg,

média £ desvio padrdo da média; n=2).

Dias Batch TRIP FENI PUT CAD HIS TIRA
0 Controlo 29,085  10,59+0,14 4,27 +0,48 734+039  154+0,13 16,5+2,3
292 1,3 11 5,4 8,3 18
LAB 27+ 10 17,14 + 0,60 2,64+0,19 430+024 ndb 101,8+2,8
38 3,5 7,2 5,6 2,7
15  Controlo 12,5+3,3  12,91+0,59 2,35+0,49 531+0,28  2,3281+0,0070 29,0+1,3
26 4,6 21 5,2 0,30 4,3
LAB 26,55+0,81 62,1+3,9 1,29+0,26 431+0,38 0,133+0,094 133,76 +0,78
31 6,3 20 8,7 0 0,6
30 Controlo 168+1,5  12,82+0,15 2,43+0,31 5,439 +0,069 2,500+0,088  184,7+3,3
9,1 1,2 13 1,3 3,5 1,8
LAB 30,02+0,59 14,712 +0,046 1,34+0,19 3,654 +0,038 0,060+0,019  189,6+5,2
2,0 0,31 14 1,0 31 2,7
45  Controlo 304+93 137+21 2,58 +0,41 583+0,40  2,55+0,43 154,0+8,8
31 15 16 6,9 17 5,7
LAB 35,1+8,9  17,38+0,80 1,89 +0,10 530+0,75  2,21+0,34 2043 +8,8
25 4,6 53 14 15 4,3
75  Controlo 40,83+0,559 11,4+1,3 1,78 +0,19 6,11+0,78  1,76+0,84 122,2+89
1,4 11 11 12,8 48 73
LAB 21,05+0,84 13,92 +0,20 9,14 +0,42 5,280 + 0,020 2,16 +0,17 165,1+1,7
4,0 1,4 4,6 0,38 8,0 1,0
90 Controlo 40,2+57  12,18+0,58 4,71+0,13 6,01+0,50  2,04+0,23 171,512 + 0,085
14 4,8 2,8 8,3 11 0,050
LAB 33,36+0,82 15,19 +0,59 2,3396+0,0076 528+0,32 2,47+0,16 136,9+2,5
2,4 3,9 0,33 6,1 6,4 1,8
120 Controlo 16,4+16  29,7+1,7 2,34+0,16 3,38+0,25 0,381+0,031 201,9+7,9
9,9 5,8 6,7 7.4 8,1 3,9
LAB 282+81  21,6+3,0 3,9+1,5 10,9 + 4,6 2,57 +0,12 225+12
29 14 37 43 4,7 5,2
165 Controlo 26,1+53 20,64 +0,79 1,324+0,080  5,329+0,054 0,18+0,25 159,8+2,8
20 3,8 6,0 1,0 0 1,8
LAB 13,4+34 10,1+43 2,5+1,2 6,2 4,0 7,5+5,3 135 + 41
25 43 47 65 71 31
180 Controlo 20,8+3,4  258+13 5,286 +0,058 2,947 +0,076 0,14 +0,10 232,9+3,7
16 5,1 1,1 2,6 0 16
LAB 13,1+1,3 517240085 1,047+0,032 2,09+0,28  n.d. 72+11
10 1,6 31 14 15

@ Coeficiente de variagdo (%)
®n.d. — n3o detetado
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Apéndice H

Na Tabela H1 sdo apresentados os resultados do teste t-student realizado as aminas em
estudo, comparando os resultados obtidos no método 2 para cada batch nos trés produtos

analisados.

Tabela H1: Resultados do t-student realizados as aminas em estudo no método 2 nos produtos analisados.

Trip Feni Put Cad His Tira
Alheira p=0,723 p=0,000 p=0,066 p=0,021 p=0,205 p=0,008
Salpicdo p=0,000 p=0,012 p=0,976 p=0,046 p=0,031 p=0,547
Lombo p=0,881 p=0,649 p=0,918 p=0,968 p=0,983 p=0,708
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