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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR THE DETERMINATION OF HISTAMINE IN
WINES USING HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH FLUORESCENCE DETECTION. A rapid and
efficient method for the analysis of histamine in wines using HPLC with fluorescence detection after derivatization was developed and
validated. The method LOD and LOQ values were 0.25 and 0.50 mg L' respectively. The repeatability and intermediary precision
for the instrument and for the method presented RSD values of 3.7 and 2.9%, and 6.0 and 5.6%, respectively. The recoveries were
95.5 and 89.9% for the fortification levels of 2 and 10 mg L"'. The method was applied to determine the histamine content in Cabernet
Sauvignon wines, which presented values between 1.2 and 5.7 mg L.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as novas tendéncias em seguranca alimentar
e a exigéncia do consumidor por alimentos sauddveis e de qualida-
de estdo promovendo um aumento na pesquisa por constituintes
presentes em alimentos e bebidas que podem afetar a saide huma-
na. Assim, a presenca de substincias que sdo fisiologicamente ati-
vas no metabolismo humano tem sido extensivamente estudada em
alimentos. Em vinhos, interesse especial tem sido dedicado as
aminas bioativas ou biogénicas e, em particular, & histamina'. Em-
bora estas substancias estejam presentes no vinho geralmente em
baixas quantidades, elas exibem interacdo com o metabolismo hu-
mano, fato que justifica a pesquisa. A histamina produz dilatacio
dos vasos sangiiineos e, conseqiientemente, cefaléia. A eliminacio
ou a reducdo desta substincia nos vinhos tem sido uma pratica
cada vez mais utilizada em certos pafses.

A presenca de histamina em vinhos estd sendo relacionada as
mas condicdes higi€nico-sanitarias no processo de produgio, uma
vez que esta substancia é formada por algumas espécies de micro-
organismos. Devido a isso, € importante uma verificagdo do con-
tetido de histamina em vinhos como forma de detectar possiveis
falhas no processo de produgio’. Entretanto, a quantificagdo de ro-
tina destas substancias ndo € utilizada no controle de qualidade dos
vinhos, principalmente devido as dificuldades analiticas, como pre-
senca de interferentes e complexidade da matriz*.

As técnicas de separagdo de aminas empregadas para a determi-
nacdo de histamina em vinho incluem, principalmente, a cromatografia
gasosa’ (GC, “gas chromatography”) e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia®'! (HPLC, “high performance liquid chromatography™),
sendo que as duas técnicas sdo seletivas e sensiveis, permitindo a
deteccdo de pequenas quantidades de aminas. A andlise de aminas
bioativas em alimentos por HPLC tem aumentado, ja que oferece a
vantagem de separacdo e quantificacdo simultinea de aminas'>. No
entanto, a maioria das aminas ndo apresenta absor¢ao ultravioleta
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natural ou fluorescéncia. Por esta razdo, a derivatizacdo quimica ¢
necessdria para detectar as aminas por HPLC".

Os agentes derivatizantes mais utilizados na determinagdo por
fluorescéncia de aminas bioativas sdo: cloreto de dansyl,
ortoftaldeido (OPA) e fluorescamine. A principal vantagem que o
reagente OPA apresenta em relacdo aos outros reagentes deriva-
tizantes € que este reage com aminas rapidamente e possibilita a
detecgdo de baixos niveis de aminas biogénicas'. A Figura 1 re-
presenta a reacdo quimica entre a histamina e o reagente derivati-
zante OPA.
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Figura 1. Reagdo de derivatizagdo quimica da histamina com o agente
derivatizante OPA"

Uma vez desenvolvido um método de andlise cromatografica, é
importante fazer a validagdo do mesmo para avaliar se fornece re-
sultados confidveis, de forma a poder ser aplicado rotineiramente.
A validag@o consiste na avaliagdo da capacidade do processo ana-
litico em produzir resultados compativeis com precisido e exatidao
consideradas satisfatérias. Um processo de validagdo bem defini-
do e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias ob-
jetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso
desejado. Os parametros geralmente envolvidos no método de vali-
dagdo de métodos analiticos sdo curva analitica, linearidade, limite
de deteccdo e limite de quantificagfo, exatiddo, precisio e robustez'.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um méto-
do analitico rdpido e eficiente para determinac@o de histamina em
vinhos empregando derivatiza¢do pré-coluna com OPA e quantificagdo
por HPLC-fluorescéncia. O método desenvolvido foi aplicado em
amostras de vinhos tintos obtidas por vinificagdes experimentais.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucdes analiticas

A dgua ultrapura foi obtida através do Sistema Milli-Q
(Millipore, USA) e metanol grau HPLC adquirido da firma
Mallinckrodt (USA). Foi preparada uma solucio analitica estoque
de 1000 mg L' de histamina (Sigma, Alemanha, pureza 98%), atra-
vés da dissolugdo do analito em solu¢do aquosa de HCI 0,1 mol
L. A partir desta solucdo, por dilui¢des sucessivas, prepararam-se
solugdes analiticas nas concentracdes de 10, 50, 100, 150 e
200 pg L.

A solugdo derivatizante foi preparada da seguinte forma: 4,4 g
de hidréxido de potdssio p.a., 5,0 g de dcido bérico p.a., 0,04 g de
ortoftaldeido (Acros, Bélgica, pureza 98%) dissolvido em 300 uL
de metanol, 300 uL de mercaptoetanol (Acros, Bélgica, pureza 99%)
e agua Milli-Q suficiente para completar um volume de 100 mL,
obtendo-se uma solugdo com pH final 11,0. Este reagente ¢ estavel
por 7 dias. Tanto as solugdes analiticas como a solugdo derivatizante
foram acondicionadas em frascos ambar, mantidos sob refrigera-
¢do (4 °C).

A fase movel foi preparada da seguinte forma: 2,72 g de acetato
de sédio p.a., 180 pL de trietilamina, 3,0 mL de tetraidrofurano
(THF) e dgua Milli-Q suficiente para completar um volume de 400
mL foram misturados com 600 mL de metanol. O pH foi ajustado
para 7,2 com 4cido acético glacial. A fase modvel foi desaerada por
10 min em banho de ultra-som a temperatura ambiente.

Instrumentacao

Foi empregado um cromatégrafo a liquido equipado com bom-
ba de HPLC Varian 9002 (USA); detector de fluorescéncia 821-FP,
Jasco (Japao); coluna analitica Synergil C-18 (250 x 4,6 mm; 4 um)
(Phenomenex, USA) e um sistema de aquisicdo de dados Star
Chromatography Workstation versdo 4.5 (Varian, USA).

Condicoes cromatograficas

Foram adotados desde o inicio dos testes os comprimentos de
onda de excitacdo em 340 nm e emissdo em 445 nm'. A vazdo de
fase mével utilizada foi de 1,2 mL min"'. Com esta vazdo obteve-se
uma boa separagdo e tempo total dos cromatogramas de 13 min. O
volume da alga de injecdo foi de 20 L.

Preparo das amostras

As amostras foram previamente centrifugadas a 4000 rpm por
10 min em centrifuga para tubos Eppendorf de 1,5 mL.
O sobrenadante foi transferido para outro tubo Eppendorf, que foi
mantido em freezer até o momento das analises. Para as andlises,
as amostras foram retiradas do freezer e diluidas cem vezes
(100 puL da amostra em baldo volumétrico de 10 mL) com a fase
movel.

Procedimento de derivatizacio

Para a obten¢do da curva analitica, 500 UL de cada solugdo ana-
litica (10, 50, 100, 150 e 200 ug L') foram derivatizados com 500
UL de solucdo derivatizante em frascos de vidro com capacidade
de 2 mL. Apds 2 min de reagdo, 20 UL foram injetados no sistema,
obtendo-se as dreas para a construgio da curva analitica.

Para as amostras foram empregados 500 pL da amostra diluida
cem vezes para reagir com 500 UL da solugdo derivatizante. Apds
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exatamente 2 min de reagdo, a mistura foi filtrada em filtro de
membrana 0,2 um, tipo ponteira, diretamente no sistema de inje-
¢do do cromatdgrafo.

Avaliacio da estabilidade do complexo histamina-OPA

Foi realizada a avaliagido da estabilidade do complexo
histamina-OPA através de andlises cromatograficas do padrdo ana-
litico de histamina submetido a diferentes tempos de reagdo com a
solucdo derivatizante.

Validacdo do método

Definidas as melhores condicdes de separagdo da histamina,
fase mével, comprimento de onda e reagio de derivatizagio, a eta-
pa seguinte foi validar o método para andlise de histamina, confor-
me os seguintes paradmetros:

Linearidade

No presente trabalho, considerou-se como faixa linear os pon-
tos cujos valores de (S/Q)% estdo no intervalo de 100 + 5, ou seja,
pontos cujas razdes sinal/concentracio ndo diferem mais de 5% do
coeficiente angular da reta (a). Para verificar se os pontos encon-
travam-se dentro da regido linear da curva, foi utilizado o teste da
razdo entre o sinal (S) e a concentracio (Q), definida por:

(S/Q)% = (S, — b/Q)x 100/a

onde b € a intesecdo da reta no eixo y quando x € igual a zero.

Os valores de S e Q foram obtidos na construgio da curva ana-
litica, através dos parametros de drea do pico e concentragdo
do analito’®.

Limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

Na determinacio do LOD do instrumento, foram feitas inje-
¢odes em ordem decrescente de concentracdo até que o sinal
cromatografico atingisse uma drea referente a trés vezes o ruido da
linha base, no tempo de reten¢do do pico de interesse. Para a deter-
minagdo do LOQ, as injegdes foram feitas até que a drea do pico
fosse dez vezes superior ao ruido da linha base no tempo de reten-
¢do do pico de interesse. Os LOD e LOQ do método foram obtidos
multiplicando-se o valor de LOD e LOQ do instrumento por cem,
valor referente a dilui¢do da andlise da amostra efetuada antes.

Precisdo

O estudo da repetitividade do instrumento (RSD,) foi realiza-
do efetuando-se oito injecdes da solucdo analitica correspondente
ao ponto médio da curva analitica (100 ug L'"). A precisdo interme-
didria do instrumento (RSDP;;) foi avaliada comparando-se os re-
sultados obtidos por dois analistas em dias diferentes.

Exatiddo

A recuperagao, obtida a partir da fortificacdo, em 2 e 10 mg L,
de uma amostra “branco”, que apresentou valores de histamina
< LOD, foi utilizada para avaliar a exatiddo do método. Em um
baldo volumétrico de 10 mL, foram adicionados 100 UL da amos-
tra “branco”, 1 mL da solu¢do padrdo e o volume foi completado
com fase movel. Este ensaio foi realizado em triplicata. Paralela-
mente a isto, solugdes analiticas contendo 0,2 e 1,0 mg L' foram
diluidas cem vezes, derivatizadas e injetadas, em triplicata, no sis-
tema cromatografico. As respectivas médias das concentragdes ob-
tidas representaram o valor referencial, ou seja, o valor de concen-
tragdo que deveria ser teoricamente encontrado.
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Robustez

Segundo Ribani er al.'® a robustez de um método mede a sensi-
bilidade que este apresenta face a pequenas variacdes. Um método
€ considerado robusto quando ndo € afetado por uma modifica¢do
pequena e deliberada em seus pardmetros.

A robustez do método proposto foi avaliada mediante a utiliza-
¢do de fases moveis variando o pH final em + 0,2 unidades. Tam-
bém se avaliou a influéncia de pequenas variagdes do tempo de
derivatizacdo (1,8; 2,0 e 2,2 min).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 representa o cromatograma obtido na andlise da solu-
¢do analitica contendo 100 pg L' de histamina (A) e de uma das amos-
tras avaliadas neste trabalho (B). Com a andlise das amostras de vinho
utilizadas neste trabalho foi verificado que o método ndo apresentou
interferéncias no tempo de reten¢do do composto em estudo.

mv7
0,300+
histamina
=687
0,200+
0,100+
A
B
M0 20 30 40 50 60 7.0 80 90 100
tempo (min)

Figura 2. Cromatograma tipico de solugdo analitica contendo 100 ug L' de
histamina (A) e de uma amostra (B)

A Tabela 1 contém os resultados obtidos no calculo de
linearidade para os pontos da curva analitica, a equagdo da curva
utilizada para quantificacido da histamina e o coeficiente de deter-
minagao.

Tabela 1. Resultados referentes ao estudo da linearidade tendo como
base a concentracdo de histamina e a drea média obtida apds as
injecdes no sistema cromatografico

Concentragdo (ug L) Area média S/Q (%)
10 12560 104,8
50 60656 103,1
100 112804 96,1
150 177240 100,8
200 235151 100,3

Equagdo da curva analitica para histamina: y= 1170,6x + 282.4;
Coeficiente de determinacao r’= 0,9992

A partir dos valores obtidos, conclui-se que o modelo € adequa-
do, pois o coeficiente de determinagdo (r*) foi maior que 0,999,
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a
linha de regressao®.

De acordo com dados da literatura, Mafra er al.> desenvolveram
um método cromatografico para quantificar aminas bioativas em vi-
nhos portugueses no qual foi obtido um intervalo linear para
quantificag@o de histamina de 0,091 a 1,822 mg L. Em outro trabalho,
Crespo e Lasa® encontraram como intervalo confidvel para quantifica¢io
de histamina valores que variaram de 0,55 a 15,55 mg L.

Quim. Nova

Avaliando-se os resultados obtidos, conclui-se que a curva analiti-
ca apresentou linearidade satisfatdria na faixa entre 0,01 e 0,2 mg L',
uma vez que as razdes S/Q para os pontos da curva analitica ndo se
desviaram mais que 5% em relacdo ao coeficiente angular da reta.

Os valores de LOD, e LOQ, do instrumento foram 0,0025 e
0,005 ug L, respectivamente. Os LOD_ e LOQ_ do método foram
0,25 e 0,5 mg L', ou seja, cem vezes os valores dos limites para o
instrumento, uma vez que as amostras foram diluidas cem vezes
para andlise.

Romero et al®* descreveram um método para quantificacdo de
oito aminas bioativas em vinhos com LOD do método para histamina
de 0,167 mg L. Em trabalho desenvolvido por Mafra er al.?, foi
encontrado um LOD do método de 0,93 mg L' para a quantificacdo
de histamina em vinhos portugueses. Portanto, o método desenvol-
vido em nosso trabalho apresentou sensibilidade semelhante, com
LOD,_ de 0,25 mg L™

A Tabela 2 apresenta a repetitividade e precisdo intermedidria
do instrumento, em termos de drea da solucdo analitica referente ao
ponto médio da curva analitica, e do método obtido para uma amos-
tra fortificada.

Tabela 2. Resultados de precisdo em termos de RSD_ e RSDpii do
instrumento obtido a partir da solucfo analitica 100 ug L, e de RSD_
eRSD_ do método obtido a partir de amostra fortificada em 2 mg L!

Repetitividade (%)
RSD RSD RSD . RSD

i ‘m pii pim

3,7 6.0 56 2,9

Precisdo intermediaria (%)

n= 8 repeticdes para cada ensaio de precisdo

Os resultados, em termos de repetitividade e precisdo intermedi-
dria obtidos para o instrumento sdo aceitdveis, uma vez que estdo
dentro do limite aceito para validagdo de métodos cromatograficos
que € de 5%>. Outros trabalhos apresentaram valores de desvio pa-
drdo relativo (RSD) de 1,77%, 1,21'" e 7,3%%, sendo este ultimo
valor acima do aceitdvel. Os resultados de precisdo obtidos para o
método mostraram-se aceitdveis, estando dentro do limite aceito para
validagdo de métodos cromatogréficos que deve ser menor que 15%.

A Tabela 3 fornece os valores de recuperacdo (%) obtidos atra-
vés da aplicagdo do método desenvolvido em uma amostra “bran-
co” fortificada em 2 e 10 mg L. Os resultados de recuperacéo para
este trabalho sdo satisfatorios para as concentragdes estudadas pois
estdo dentro dos valores aceitos, os quais devem estar entre 70 e
120%. Em trabalho realizado com vinhos portugueses® foi obtida
uma recuperacgdo de 74,5%, abaixo da recuperag@o apresentada pelo
método proposto.

Tabela 3. Valores de recuperac@o encontrados apds fortificacdo de
amostra “branco” em dois niveis de fortificagdo

Nivel de fortificagdo (mg L")  Recuperagio (%) Média (%)

93,7

2 90,7 95,5
102,2
84,6

10 95,8 89,9
89,4

Avaliacio da estabilidade do complexo histamina-OPA

A Figura 3 apresenta os cromatogramas que foram obtidos para
uma solugdo de histamina na concentracdo de 500 ug L', submeti-
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Figura 3. Cromatogramas obtidos na avaliagdo da estabilidade da solugdo
analitica 500 ug L' de histamina derivatizada com ortoftaldeido, analisados
apos diferentes tempos do inicio da reagdo, emmin: A =1; B=10; C=15e
D =20

da a diferentes tempos de reag@o com o derivatizante ortoftaldeido.

A reagdo de derivatizagdo € quase instantdnea e observou-se
que o complexo histamina-OPA ¢ estdvel até 4 min apds o inicio da
reagdo, apresentando dreas semelhantes. Entretanto, apés 10 min
de reacdo observou-se uma diminui¢do significativa do sinal, indi-
cando uma degradacdo pronunciada do complexo fluorescente. Este
fato foi também relatado por outros autores?**. Trabalho realizado
por Douabalé er al.™> mostrou que o complexo fluorescente formado
¢ inibido em meio acido, e em meio alcalino um aumento da
fluorescéncia foi observado, mas o complexo histamina-OPA foi
instdvel. Apesar disso, um estudo cinético mostrou que uma boa
correlacdo linear entre a maxima fluorescéncia do complexo forma-
do e a concentracdo de histamina poderia ser obtida em meio alca-
lino, como foi empregado no método proposto. Assim, para a de-
terminacdo de histamina, adotou-se exatamente 2 min como tem-
po de reacdo, injetando-se imediatamente apds este tempo.

As pequenas variagdes do pH da fase mével e do tempo de
derivatizagdo, testadas na etapa de validacdo, ndo influenciaram na
resposta do método, indicando que o mesmo € robusto.

Aplicacio do método proposto

Foram analisadas 21 amostras de vinhos tintos obtidos de
vinifica¢des experimentais, realizadas com o objetivo de monitorar
os niveis de histamina durante as fermentagdes alcodlica e
malolética. A histamina foi encontrada em todas as amostras, com
concentragdes que variaram de 1,2 a 5,7 mg L, apresentando valor
médio de 3,7 mg L.

CONCLUSAO

O método proposto apresentou 6timos resultados em todas as
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etapas de validacdo, mostrando ser sensivel, preciso e exato. A eta-
pa de derivatizac@o de facil execucdo, aliada com a detec¢io por
fluorescéncia, dispensa uma extensa prepara¢do da amostra, bem
como uma etapa de “clean up” para eliminacdo de interferentes. A
avaliacdo da estabilidade do complexo indicou a necessidade de
efetuar a derivatizacdo somente instantes antes da andlise
cromatografica. Em comparacéo com outros métodos, este apresen-
tou melhores resultados nos parametros avaliados, mostrando-se
adequado para a quantificacdo de histamina em amostras de vinho
tinto. O método apresentou resposta linear para histamina nas amos-
tras até pelo menos 20 mg L'. Nas 21 amostras de vinho analisa-
das, a concentragdo de histamina variou entre 1,2 e 5,7 mg L.
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