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RESUMO 
 

O preparo de amostras é uma etapa fundamental na determinação de espécies 
químicas de amostras complexas, sendo uma etapa importante quando se 
determina analitos que estão presentes em baixas concentrações. O preparo pode 
combinar a extração dos analitos com a sua pré-concentração, resultando em menor 
interferência da matriz e aumentando a intensidade do sinal analisado. A extração 
líquido-líquido assistida por salting-out (SALLE) é uma técnica que combina líquidos 
parcialmente miscíveis e pode fornecer alta eficiência de separação dos analitos 
para uma das fases. Entre suas principais qualidades, destacam-se a fácil execução 
e baixo custo. Nesse trabalho, SALLE foi utilizada para a extração de aminas 
biogênicas (ABs) de produtos alimentares de origem animal e para a extração de 
aldeídos de amostras de café. ABs são formadas, principalmente, pela 
descarboxilação enzimática microbiana de aminoácidos em alimentos que contêm 
proteínas ou aminoácidos livres e são comuns em diversos alimentos e bebidas. 
Condições higiênicas precárias durante o processamento e armazenamento dos 
alimentos propiciam um aumento de atividade microbiana e favorecem a formação e 
o acúmulo das ABs, assim a concentração de ABs pode ser um indicador de 
qualidade do alimento. O café é um alimento amplamente consumido. Durante a 
etapa de torrefação do café, o 5-hidroximetilfurfural (HMF) é um dos principais 
produtos formados como resultado da elevada temperatura. Aldeídos também são 
uma das principais classes de compostos presentes na fração volátil do café e 
podem auxiliar na distinção de suas características organolépticas, além de fornecer 
informações à respeito dos processamentos a que ele foi submetido. Na 
determinação de ABs, a SALLE foi realizada simultaneamente com a derivatização 
das aminas com cloreto de dansila (DNS-Cl), reduzindo as etapas de tratamento de 
amostra. A quantificação das ABs foi realizada por HPLC com detectores ultravioleta 
e fluorescência. Após validado, o método foi aplicado para análise de ABs em 
amostras de peixes e carnes. Para análise de HMF, a SALLE foi combinada com um 
sensor eletroquímico baseado em um polímero molecularmente impresso (MIP). As 
determinações analíticas foram feitas por voltametria de pulso diferencial. Nesse 
procedimento, o MIP foi produzido pela eletropolimerização de ácido p-
aminobenzóico na superfície de um eletrodo de carbono vítreo. Os parâmetros do 
MIP e da SALLE foram otimizados e o método proposto foi aplicado para análise de 
amostras de café em pó e café instantâneo. Para determinação dos aldeídos 
voláteis do café (formaldeído, acetaldeído e 2-furfural), foi inicialmente realizada uma 
microextração por difusão gasosa (GDME). Na sequência, na amostra contendo os 
voláteis, foi aplicada uma SALLE, combinada com a derivatização com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) e detecção dos aldeídos por HPLC-UV. Em todos os 
procedimentos propostos foram avaliadas as figuras de mérito analítico. As curvas 
de calibração forneceram coeficientes de determinação maiores do que 0,99 para 
todos os analitos, as repetibilidades e reprodutibilidades foram menores do que 13 % 
e  
14 %, respectivamente, e as recuperações ficaram entre 80 % e 115 %. A SALLE 
mostrou ser eficiente como método para tratamento de amostras de alimentos, 
proporcionando uma alta seletividade e sensibilidade para as determinações 
analíticas de matrizes complexas.  
 
Palavras-chave: salting-out; extração; preparo de amostras; aminas biogênicas; 
aldeídos. 



 
 

ABSTRACT 
 

Sample treatment is a crucial step to determine chemical species from complex 
samples, being particularly important for determine analytes that are present in low 
levels.  The treatment can combine the extraction of analytes and their pre 
concentration, this away promoting a decrease in the interference from the matrix 
and an increase in the intensity of the signal that are being analyzed. Salting-out 
assisted liquid-liquid extraction (SALLE) is a technique that combines partially 
miscible liquids and is able to provide high separation efficiency of analytes and high 
enrichment factors. Important advantages are related to be easy to perform and an 
inexpensive technique. In this work, SALLE was used for the extraction of biogenic 
amines from food products of animal origin and for the extraction of aldehydes from 
coffee samples. Biogenic amines are formed through microbial decarboxylation of 
amino acids in foods that contain protein and amino acids and are common in many 
foods and beverages. Precarious hygienic conditions during food process and 
storage can promote an increase in microbial activity and to favor the formation and 
accumulation of biogenic amines. Therefore, the concentration of biogenic amines 
can be an indicator of food quality. Coffee is a widely consumed product. During the 
coffee roasting step, 5-hidroxymethylfurfural (HMF) is one of the main products 
formed as a result of the high temperatures. Aldehydes are also one of the main 
classes of compounds present in the volatile fraction of coffee and can help to 
distinguish its organoleptic characteristics; in addition, their concentration provide 
information about the processing to which coffee has been submitted. For the 
determination of biogenic amines, SALLE was performed simultaneously with the 
derivatization of amines with dansyl chloride (DNS-Cl), reducing the sample 
treatment steps. The quantification of biogenic amines was performed by HPLC with 
ultraviolet (UV) and fluorescence detectors. After validated, the method was applied 
for analysis of biogenic amines in fish and meat samples. For HMF analysis, SALLE 
was combined with the development of an electrochemical sensor based on 
molecularly imprinted polymers (MIP). Analytical determinations were performed by 
differential pulse voltammetry. In this procedure, MIP was produced by 
electropolymerization p-aminobenzoic acid on the surface of a glassy carbon 
electrode. The MIP and SALLE parameters were optimized and the proposed 
method was applied to the analysis of samples of powered and instant coffee. To 
determine the volatile aldehydes in coffee (formaldehyde, acetaldehyde and 2-
furfural), a gas diffusion microextraction (GDME) was initially performed. Then, on the 
phase containing the volatiles, SALLE was applied, combined with derivatization with 
2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) and detection of aldehydes by HPLC-UV. In all 
the proposed procedures, figures of analytical merits were evaluated. Calibration 
curves provided determination coefficients greater than 0,99 for all analytes. 
Repeatability and reproducibility were less than 13 % and 14 %, respectively, and 
recoveries were in the range of 80 % and 115 %.  SALLE provided to be efficient as 
a method for treating food samples, providing high selectivity and sensitivity factors 
for analytical determination in complex matrices. 
 
Keywords: salting-out; extraction; sample treatment; biogenic amines; aldehydes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O conceito de qualidade alimentar depende do referencial adotado para 

caracterizá-la. Um alimento pode ser bom em relação a uma característica e ruim em 

relação a outra, por exemplo, existem alimentos que são considerados saborosos, 

mas não são nutritivos. A percepção da qualidade depende do critério utilizado para 

defini-la e esse critério pode ser subjetivo ou objetivo (GRUNERT, 2005). Os 

consumidores tendem a adotar critérios subjetivos para determinar a qualidade dos 

alimentos, verificando seus aspectos visuais e odoríferos, informações nutricionais e 

seus benefícios à saúde. Existe também a predileção dos consumidores por 

alimentos de origem orgânica, por aqueles produzidos a partir de animais criados em 

condições de baixo estresse e que não utilizam organismos geneticamente 

modificados. A indústria alimentar, por outro lado, leva em consideração critérios 

objetivos para determinar a qualidade do alimento, que estão relacionados, 

principalmente, aos aspectos sanitários, e para garanti-los são implantadas 

ferramentas de controle de qualidade. Entre elas, as Boas Práticas de Fabricação 

(BPF) e Análise de Perigos e Pontos Críticos de Processo (APPCP) buscam a 

implementação de práticas higiênicas necessárias para garantir a qualidade sanitária 

dos alimentos, minimizar os riscos de contaminação e encontrar pontos na etapa de 

produção onde medidas preventivas devem ser adotadas para evitar riscos à saúde 

do consumidor. O Codex Alimentarius, e a ISSO 22000 garantem a normalização 

dos critérios de qualidade e visam assegurar práticas igualitárias no comércio de 

alimentos e proteger a saúde do consumidor (MARINS; TANCREDI; GEMAL, 2014). 

A história da qualidade alimentar é quase tão antiga quanto a própria história 

da humanidade. A primeira necessidade do homem pré-histórico foi se alimentar e 

por isso procurou meios para prolongar a vida útil dos alimentos e garantir sua 

qualidade. As primeiras civilizações, provavelmente por tentativa e erro, começaram 

a desenvolver as formas básicas de preservação dos alimentos, sendo o sal  o 

primeiro composto adicionado aos alimentos com a finalidade de preservá-los 

(GRIFFITH, 2006). A fermentação, que também prolonga a vida útil dos alimentos, 

era um procedimento adotado por diversas civilizações antigas, que já fabricavam 

vinhos, cervejas e queijos (GRIFFITH, 2006). Com a Revolução Industrial, os 

avanços tecnológicos proporcionaram uma maior capacidade de produzir, preservar 

e distribuir alimentos em larga escala. Em 1810, Nicolas Appert, um confeiteiro 
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francês que procurava resolver questões práticas do dia-a-dia, começou a usar 

garrafas de champagne vedadas e submetidas a água fervente num banho maria 

para armazenar alimentos. Seu processo de preservação de alimentos ajudou a 

abastecer o exército e marinha franceses e deu origem as conservas de alimentos 

(STANDAGE, 2010). Em 1857, Louis Pasteur demonstrou os fundamentos teóricos 

das descobertas de Appert, comprovando que a ação destruidora do calor sobre os 

microrganismos presentes nos alimentos perdurava por mais tempo quando eles 

eram submetidos a elevadas temperaturas em recipientes hermeticamente fechados 

(STANDAGE, 2010). O conceito de segurança alimentar surgiu com o final da 

Primeira Guerra Mundial, após o mundo ter vivenciado um cenário de escassez de 

alimentos, e é pautado em três pilares: garantir a disponibilidade dos alimentos, 

garantir o acesso da população à alimentação e garantir a qualidade sanitária, 

biológica e nutricional dos alimentos (NASCIMENTO; ANDRADE, 2010). Em 1948, a 

Organização Mundial de Saúde criou um fórum internacional para normalização de 

alimentos, o Codex Alimentarius, com um conjunto de normas alimentares de caráter 

internacional criado com o objetivo de proteger a saúde do consumidor e equiparar 

práticas de comércio de alimentos, referente à sua produção, elaboração e 

distribuição, que contém disposições relativas à higiene, rotulagem, resíduos de 

pesticidas, medicamentos veterinários, sistemas de controle e certificação de 

importações e exportações, métodos de análise e amostragem, aditivos, 

contaminantes e embalagens (ORTEGA; BORGES, 2015). Em 1970, experimentos 

desenvolvidos pela NASA que visavam encontrar maneiras de prolongar a vida útil 

dos alimentos e garantir sua segurança para que pudessem ser consumidos durante 

viagens espaciais, levaram a elaboração da APPCP, que hoje serve como base para 

a indústria alimentar (WEINROTH; BELK; BELK, 2018). Por fim, em 2005, foi criada 

a ISO 22000, um sistema de gestão de qualidade específico para garantir a 

segurança de alimentos em todas as etapas da cadeia de abastecimento e produção 

dos alimentos. 

Mesmo com todas as normas de qualidade adotadas, ainda se tem no mundo 

um cenário onde anualmente são registrados 600 milhões de casos de Doenças 

Veiculadas por Alimentos (DVA), com 420 mil óbitos (WHO, 2020). No Brasil, entre 

os anos de 2012 e 2021, foram reportados 6 347 casos e 89 óbitos (BRASIL, 2022). 

Essas doenças são causadas, principalmente, por falhas no processo de produção 

que acarretam em riscos biológicos, físicos e químicos. Os riscos biológicos são os 
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de maior relevância para a saúde pública, por serem os mais graves, são causados 

pela ingestão de alimentos contaminados por fungos, bactérias, parasitas e vírus 

devido a condições higiênicas precárias durante alguma etapa da cadeia de 

produção do alimento, entre eles destacam-se as doenças causadas por Salmonella 

sp. e Escherichia colli (WHO, 2015). Os riscos físicos estão relacionados a 

elementos como ossos, sementes, insetos, vidro, metal e pelos, que são resultantes 

das matérias-primas utilizadas e materiais presentes em todas as etapas da cadeia 

de produção e distribuição do alimento, que quando não controlados de maneira 

correta podem representar uma ameaça à saúde (BERTI; SANTOS, 2016). Os riscos 

químicos podem contaminar o alimento em diversos pontos da cadeia alimentar, 

desde o processamento, preparação, armazenamento e manuseio do alimento, 

abrangem os pesticidas, produtos utilizados na produção dos alimentos, 

medicamentos, alergênicos, substâncias produzidas durante a preparação ou 

cozimento, entre outros (LINEBACK; STADLER, 2009). Entre alguns exemplos de 

riscos químicos, acrilamida (formada em alimentos processados à altas 

temperaturas) e tropomiosina (encontrada no camarão) são vastamente reportados 

na literatura por seus potenciais carcinogênicos e alergênicos, respectivamente. A 

tropomiosina também possui o efeito de liberar histamina quando em contato com as 

células. A histamina, é um exemplo de amina biogênica e a mais associada, entre 

elas, com incidentes de intoxicação alimentar. Essa amina é encontrada, 

principalmente, em peixes como atum, anchova, sardinha e cavalinha (SARKADI, 

2009). 

O café é umas das commodities mais comercializadas no mundo e o Brasil é 

o maior produtor e exportador de café, contribuindo com mais de 30 % da produção 

e exportação mundial (EMPRABA, 2021). São vários os fatores que determinam a 

qualidade do produto final, envolvendo desde a pré-colheita até o armazenamento 

do café, que irão influenciar nas características microbiológicas, físicas e químicas, 

além das características sensoriais e de segurança. O mercado de café tem 

buscado alternativas adequadas para classificação da qualidade da bebida que 

sejam aceitas e adotadas por todos os segmentos da cadeia produtiva desse 

produto buscando minimizar aspectos subjetivos de técnicas de classificação 

tradicionais (PIMENTA; ANGÉLICO; CHALFOUN, 2018). 

Este trabalho está dividido em três partes, onde são abordados compostos, 

especificamente aminas e aldeídos, frequentemente encontrados em diferentes tipos 
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de alimentos e que podem ser utilizados para avaliar características relacionadas à 

aspectos da qualidade alimentar. As aminas biogênicas, além da implicação de 

efeitos adversos à saúde humana, podem aumentar nos alimentos conforme ocorre 

degradação.  A concentração das aminas biogênicas pode ser, portanto, um 

indicador das condições de higiene desde a produção, distribuição e 

comercialização final. O 5-hidroximetilfurfural (HMF) é um dos principais produtos 

formados no processamento de alimentos submetidos a tratamento térmico e o café 

é a principal fonte de exposição humana a ele. Muitos aldeídos também fazem parte 

da composição da fração volátil do café e auxiliam na caracterização desse produto, 

fornecendo informações a respeito das etapas empregadas na sua produção e 

armazenamento.  

Uma vez que alimentos são matrizes complexas e com muitos interferentes, a 

determinação desses compostos, que estão presentes em concentrações muito 

baixas, constituem um desafio para a análise de alimentos. Para que as análises 

sejam possíveis, uma etapa de preparo de amostra é essencial e deve permitir 

análises seletivas e reprodutíveis. O preparo de amostras impacta todas as etapas 

posteriores da análise, portanto é fundamental para garantir a identificação e 

quantificação adequadas dos analitos. O uso da técnica de extração líquido-líquido 

assistida por salting-out (SALLE, do inglês Salting-out Assisted Liquid-Liquid 

Extraction) pode ser uma alternativa para a separação de componentes traços de 

interesse presentes em matrizes alimentares. Na primeira parte desse trabalho, 

aminas biogênicas foram extraídas de amostras de peixes e carnes em uma etapa 

realizada simultaneamente com a derivatização. Na segunda parte, a SALLE foi 

acoplada ao desenvolvimento de um polímero molecularmente impresso (MIP) para 

determinação de HMF em amostras de café. Na terceira parte, micro extração por 

difusão gasosa (GDME) foi utilizada para extração de aldeídos voláteis (formaldeído, 

acetaldeído e 2-furfural) em amostras de café, seguida de uma etapa de SALLE, que 

promoveu um enriquecimento da extração dos analitos.  
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7 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Quando se fala em qualidade alimentar diferentes características do alimento 

podem ser consideradas para se chegar a um critério de qualidade. A qualidade está 

relacionada, principalmente, à saúde e segurança do consumidor, mas também a 

forma como este avalia aquele produto. O interesse pelo controle de qualidade 

impulsiona o surgimento de novas técnicas analíticas capazes de identificar 

compostos que forneçam informações a respeito de determinados aspectos do 

alimento. 

A composição de aminas biogênicas em amostras de peixes e carnes podem 

fornecer informações a respeito do grau de degradação e das condições de higiene 

que esses alimentos foram submetidos. A composição de HMF em amostras de café 

fornece indicações a respeito dos processamentos que foram empregados na sua 

produção. A presença de aldeídos na composição volátil de amostras de café pode 

fornecer sensações organolépticas positivas à bebida, entretanto a ingestão de 

quantidades elevadas de aldeídos pode provocar efeitos adversos à saúde. Por isso 

o interesse em buscar métodos analíticos para determinação desses compostos em 

alimentos. 

O preparo de amostras é uma etapa crucial nas análises de alimentos, e 

técnicas simples, rápidas e ambientalmente amigáveis para determinação de 

analitos nessas matrizes tem ganhado cada vez mais destaque. Neste contexto, a 

extração líquido-líquido assistida por salting-out (SALLE) é uma técnica que fornece 

alta eficiência de separação e alta taxas de recuperação dos analitos de interesse, 

além de ser fácil de executar e ter um baixo custo. Ao longo do desenvolvimento do 

trabalho foi demonstrado que a extração líquido-líquido assistida por salting-out 

(SALLE) é uma técnica que pode ser adaptada a diversas matrizes e analitos com 

propriedades químicas e físicas diferentes. Compostos não voláteis podem ser 

separados aproveitando as diferentes solubilidades que apresentam para diferentes 

polaridades de solventes. Já compostos voláteis podem ser separados da matriz 

fazendo com que passem para a fase vapor e posteriormente sejam recolhidos em 

uma solução contendo um reagente específico para o analito. Finalmente, a 

determinação analítica é escolhida pelo analista baseado no problema levantado.   

Nesse trabalho, SALLE mostrou ser uma técnica de preparo de amostra 

adequada para extração de aminas de alimentos de origem animal e de aldeídos de 
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amostras de café. O emprego de SALLE forneceu alta taxas de enriquecimento dos 

analitos nas alíquotas analisadas e permitiu que a reação de derivatização, quando 

necessária, e a etapa de extração fossem realizadas simultaneamente, diminuindo 

as etapas de tratamento das amostras.  

Um MIP foi desenvolvido para fornecer maior seletividade às extrações de 

HMF de amostras de caféem associação com SALLE. As condições de 

eletropolimerização para formação do MIP foram otimizadas para permitir a melhor 

sensibilidade para o método. 

Todos os procedimentos propostos foram validados e apresentaram bons 

parâmetros analíticos, confirmando que os métodos são adequados para 

identificação e quantificação de aminas e aldeídos nas amostras estudadas. 

O método de extração proposto foi associado a diferentes técnicas analíticas 

(cromatografia, eletroanalítica e espectrofotometria) e utilizado para extração em 

diferentes tipos de amostras. Demonstrando que a SALLE pode contribuir para o 

desenvolvimento de métodos que forneçam informações a respeito de alimentos que 

se deseja analisar ou de compostos específicos presentes nessas matrizes. 
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