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RESUMO

O preparo de amostras € uma etapa fundamental na determinacdo de espécies
quimicas de amostras complexas, sendo uma etapa importante quando se
determina analitos que estdo presentes em baixas concentragdes. O preparo pode
combinar a extracdo dos analitos com a sua pré-concentragdo, resultando em menor
interferéncia da matriz e aumentando a intensidade do sinal analisado. A extracéo
liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE) € uma técnica que combina liquidos
parcialmente misciveis e pode fornecer alta eficiéncia de separagdo dos analitos
para uma das fases. Entre suas principais qualidades, destacam-se a facil execucéo
e baixo custo. Nesse trabalho, SALLE foi utilizada para a extracdo de aminas
biogénicas (ABs) de produtos alimentares de origem animal e para a extragdo de
aldeidos de amostras de café. ABs sdo formadas, principalmente, pela
descarboxilagdo enzimética microbiana de aminoacidos em alimentos que contém
proteinas ou aminoacidos livres e sdo comuns em diversos alimentos e bebidas.
Condigbes higiénicas precarias durante o processamento e armazenamento dos
alimentos propiciam um aumento de atividade microbiana e favorecem a formacéo e
0 acumulo das ABs, assim a concentracdo de ABs pode ser um indicador de
gualidade do alimento. O café € um alimento amplamente consumido. Durante a
etapa de torrefacdo do café, o 5-hidroximetilfurfural (HMF) € um dos principais
produtos formados como resultado da elevada temperatura. Aldeidos também sé&o
uma das principais classes de compostos presentes na fracdo volatil do café e
podem auxiliar na distincdo de suas caracteristicas organolépticas, além de fornecer
informacbes a respeito dos processamentos a que ele foi submetido. Na
determinacdo de ABs, a SALLE foi realizada simultaneamente com a derivatizacéo
das aminas com cloreto de dansila (DNS-CI), reduzindo as etapas de tratamento de
amostra. A quantificacdo das ABs foi realizada por HPLC com detectores ultravioleta
e fluorescéncia. Apos validado, o método foi aplicado para analise de ABs em
amostras de peixes e carnes. Para analise de HMF, a SALLE foi combinada com um
sensor eletroquimico baseado em um polimero molecularmente impresso (MIP). As
determinacdes analiticas foram feitas por voltametria de pulso diferencial. Nesse
procedimento, o MIP foi produzido pela eletropolimerizacdo de &acido p-
aminobenzdico na superficie de um eletrodo de carbono vitreo. Os parametros do
MIP e da SALLE foram otimizados e o método proposto foi aplicado para analise de
amostras de café em pé e café instantaneo. Para determinacdo dos aldeidos
volateis do café (formaldeido, acetaldeido e 2-furfural), foi inicialmente realizada uma
microextracdo por difusdo gasosa (GDME). Na sequéncia, na amostra contendo 0s
volateis, foi aplicada uma SALLE, combinada com a derivatizacdo com 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) e deteccdo dos aldeidos por HPLC-UV. Em todos os
procedimentos propostos foram avaliadas as figuras de mérito analitico. As curvas
de calibracdo forneceram coeficientes de determinacdo maiores do que 0,99 para
todos os analitos, as repetibilidades e reprodutibilidades foram menores do que 13 %
e

14 %, respectivamente, e as recuperacdes 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 determinagbes
analiticas de matrizes complexas.

Palavras-chave: salting-out; extracdo; preparo de amostras; aminas biogénicas;
aldeidos.



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-CI), 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 INTRODUCAO

O conceito de qualidade alimentar depende do referencial adotado para
caracteriza-la. Um alimento pode ser bom em relacdo a uma caracteristica e ruim em
relacdo a outra, por exemplo, existem alimentos que sao considerados saborosos,
mas ndo sdo nutritivos. A percepcao 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 odoriferos, informa¢des nutricionais e
seus beneficios a saude. Existe também a predilecdo dos consumidores por
alimentos de origem organica, por aqueles produzidos a partir de animais criados em
condicbes de baixo estresse e que nao utilizam organismos geneticamente
modificados. A industria alimentar, por outro lado, leva em consideracdo critérios
objetivos para determinar a qualidade do alimento, que estdo relacionados,
principalmente, aos aspectos sanitarios, e para garanti-los sdo implantadas
ferramentas de controle de qualidade. Entre elas, as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Processo (APPCP) buscam a
implementacéo de praticas higiénicas necessarias para garantir a qualidade sanitaria
dos alimentos, minimizar os riscos de contaminagdo e encontrar pontos na etapa de
producédo onde medidas preventivas devem ser adotadas para evitar riscos a saude
do consumidor. O Codex Alimentarius, e a ISSO 22000 garantem a normalizacéo
dos critérios de qualidade e visam assegurar praticas igualitarias no comércio de
alimentos e proteger a saude do consumidor (MARINS; TANCREDI; GEMAL, 2014).

A histéria da qualidade alimentar é quase tdo antiga quanto a propria histéria
da humanidade. A primeira necessidade do homem pré-historico foi se alimentar e
por isso procurou meios para prolongar a vida util dos alimentos e garantir sua
gualidade. As primeiras civilizacdes, provavelmente por tentativa e erro, comecaram
a desenvolver as formas basicas de preservacdo dos alimentos, sendo o sal o
primeiro composto adicionado aos alimentos com a finalidade de preserva-los
(GRIFFITH, 2006). A fermentacdo, que também prolonga a vida util dos alimentos,
era um procedimento adotado por diversas civilizacfes antigas, que ja fabricavam
vinhos, cervejas e queijos (GRIFFITH, 2006). Com a Revolucdo Industrial, os
avancos tecnoldgicos proporcionaram uma maior capacidade de produzir, preservar

e distribuir alimentos em larga escala. Em 1810, Nicolas Appert, um confeiteiro
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francés que procurava resolver questbes praticas do dia-a-dia, comecou a usar
garrafas de champagne vedadas e submetidas a agua fervente num banho maria
para armazenar alimentos. Seu processo de preservacdo 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 teoricos
das descobertas de Appert, comprovando que a agao 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 seguranca alimentar surgiu com o final da
Primeira Guerra Mundial, ap6s o mundo ter vivenciado um cenario de escassez de
alimentos, e é pautado em trés pilares: garantir a disponibilidade dos alimentos,
garantir o acesso da populacdo a alimentacdo e garantir a qualidade sanitaria,
biolégica e nutricional dos alimentos (NASCIMENTO; ANDRADE, 2010). Em 1948, a
Organizacdo Mundial de Saude criou um férum internacional para normalizacdo de
alimentos, o Codex Alimentarius, com um conjunto de normas alimentares de carater
internacional criado com o objetivo de proteger a saude do consumidor e equiparar
praticas de comércio de alimentos, referente a sua producdo, elaboracdo e
distribuicdo, que contém disposicdes relativas a higiene, rotulagem, residuos de
pesticidas, medicamentos veterinarios, sistemas de controle e certificacdo de
importacbes e exportacbes, metodos de anadlise e amostragem, aditivos,
contaminantes e embalagens (ORTEGA; BORGES, 2015). Em 1970, experimentos
desenvolvidos pela NASA que visavam encontrar maneiras de prolongar a vida util
dos alimentos e garantir sua seguranca para que pudessem ser consumidos durante
viagens espaciais, levaram a elaboracdo da APPCP, que hoje serve como base para
a industria alimentar (WEINROTH; BELK; BELK, 2018). Por fim, em 2005, foi criada
a ISO 22000, um sistema de gestdo de qualidade especifico para garantir a
seguranca de alimentos em todas as etapas da cadeia de abastecimento e producao
dos alimentos.

Mesmo com todas as normas de qualidade adotadas, ainda se tem no mundo
um cenario onde anualmente sdo registrados 600 milhdes de casos de Doencas
Veiculadas por Alimentos (DVA), com 420 mil 6bitos (WHO, 2020). No Brasil, entre
0s anos de 2012 e 2021, foram reportados 6 347 casos e 89 6bitos (BRASIL, 2022).
Essas doencas séo causadas, principalmente, por falhas no processo de producéo

gue acarretam em riscos bioldgicos, fisicos e quimicos. Os riscos bioldgicos sdo os



28

de maior relevancia para a saude publica, por serem 0s mais graves, sdo causados
pela ingestdo de alimentos contaminados por fungos, bactérias, parasitas e virus
devido a condicbes higiénicas precérias durante alguma etapa da cadeia de
producéo do alimento, entre eles destacam-se as doencas causadas por Salmonella
sp. e Escherichia colli (WHO, 2015). Os riscos fisicos estdo relacionados a
elementos como 0ssos, sementes, insetos, vidro, metal e pelos, que séo resultantes
das matérias-primas utilizadas e materiais presentes em todas as etapas da cadeia
de producéo e distribuicdo do alimento, que quando n&o controlados de maneira
correta podem representar uma ameaca a saude (BERTI; SANTOS, 2016). Os riscos
guimicos podem contaminar o alimento em diversos pontos da cadeia alimentar,
desde o processamento, preparacdo, armazenamento e manuseio do alimento,
abrangem o0s pesticidas, produtos utilizados na producdo dos alimentos,
medicamentos, alergénicos, substancias produzidas durante a preparacdo ou
cozimento, entre outros (LINEBACK; STADLER, 2009). Entre alguns exemplos de
riscos quimicos, acrilamida (formada em alimentos processados a altas
temperaturas) e tropomiosina (encontrada no camaréo) sao vastamente reportados
na literatura por seus potenciais carcinogénicos e alergénicos, respectivamente. A
tropomiosina também possui o efeito de liberar histamina quando em contato com as
células. A histamina, € um exemplo de amina biogénica e a mais associada, entre
elas, com incidentes de intoxicacdo alimentar. Essa amina € 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 &
0 maior produtor e exportador de café, contribuindo com mais de 30 % da producéo
e exportacdo mundial (EMPRABA, 2021). Sao varios os fatores que determinam a
gualidade do produto final, envolvendo desde a pré-colheita até o armazenamento
do café, que irdo influenciar nas caracteristicas microbiologicas, fisicas e quimicas,
além das caracteristicas sensoriais e de seguranca. O mercado de café tem
buscado alternativas adequadas para classificacdo 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 classificacdo
tradicionais (PIMENTA; ANGELICO; CHALFOUN, 2018).

Este trabalho esta dividido em trés partes, onde sdo abordados compostos,

especificamente aminas e aldeidos, frequentemente encontrados em diferentes tipos
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de alimentos e que podem ser utilizados para avaliar caracteristicas relacionadas a
aspectos da qualidade alimentar. As aminas biogénicas, além da implicacdo de
efeitos adversos a saude humana, podem aumentar nos alimentos conforme ocorre
degradagdo. A concentragdo das aminas biogénicas pode ser, portanto, um
indicador das condicbes de higiene desde a producdo, distribuicdo e
comercializacdo final. O 5-hidroximetilfurfural (HMF) é um dos principais produtos
formados no processamento de alimentos submetidos a tratamento térmico e o café
€ a principal fonte de exposicdo humana a ele. Muitos aldeidos também fazem parte
da composicéo da fracao volatil do café e auxiliam na caracterizagdo desse produto,
fornecendo informacdes a respeito das etapas empregadas na sua producdo e
armazenamento.

Uma vez que alimentos sdo matrizes complexas e com muitos interferentes, a
determinacdo desses compostos, que estdo presentes em concentracdes muito
baixas, constituem um desafio para a analise de alimentos. Para que as analises
sejam possiveis, uma etapa de preparo de amostra € essencial e deve permitir
analises seletivas e reprodutiveis. O preparo de amostras impacta todas as etapas
posteriores da analise, portanto é fundamental para garantir a identificacdo e
guantificacdo adequadas dos analitos. O uso da técnica de extracdo liquido-liquido
assistida por salting-out (SALLE, do inglés Salting-out Assisted Liquid-Liquid
Extraction) pode ser uma alternativa para a separacdo de componentes tracos de
interesse presentes em matrizes alimentares. Na primeira parte desse trabalho,
aminas biogénicas foram extraidas de amostras de peixes e carnes em uma etapa
realizada simultaneamente com a derivatizacdo. Na segunda parte, a SALLE foi
acoplada ao desenvolvimento de um polimero molecularmente impresso (MIP) para
determinacdo de HMF em amostras de café. Na terceira parte, micro extracao por
difusdo gasosa (GDME) foi utilizada para extracdo de aldeidos volateis (formaldeido,
acetaldeido e 2-furfural) em amostras de café, seguida de uma etapa de SALLE, que

promoveu um enriquecimento da extracdo dos analitos.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Quando se fala em qualidade alimentar diferentes caracteristicas do alimento
podem ser consideradas para se chegar a um critério de qualidade. A qualidade esta
relacionada, principalmente, a salde e seguranca do consumidor, mas também a
forma como este avalia aquele produto. O interesse pelo controle de qualidade
impulsiona o surgimento de novas técnicas analiticas capazes de identificar
compostos que fornecam informacbes a respeito de determinados aspectos do
alimento.

A composicao de aminas biogénicas em amostras de peixes e carnes podem
fornecer informacdes a respeito do grau de degradacao e das condi¢des de higiene
gue esses alimentos foram submetidos. A composicdo de HMF em amostras de café
fornece indicacbes a respeito dos processamentos que foram empregados na sua
producdo. A presenca de aldeidos na composic¢ao volatil de amostras de café pode
fornecer sensacdes organolépticas positivas a bebida, entretanto a ingestdo de
guantidades elevadas de aldeidos pode provocar efeitos adversos a saude. Por isso
o interesse em buscar métodos analiticos para determinacdo desses compostos em
alimentos.

O preparo de amostras € uma etapa crucial nas analises de alimentos, e
técnicas simples, rapidas e ambientalmente amigaveis para determinacdo de
analitos nessas matrizes tem ganhado cada vez mais destaque. Neste contexto, a
extracao liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE) € uma técnica que fornece
alta eficiéncia de separacédo e alta taxas de recuperacdo dos analitos de interesse,
além de ser facil de executar e ter um baixo custo. Ao longo do desenvolvimento do
trabalho foi demonstrado que a extracdo liquido-liquido assistida por salting-out
(SALLE) é uma técnica que pode ser adaptada a diversas matrizes e analitos com
propriedades quimicas e fisicas diferentes. Compostos ndo volateis podem ser
separados aproveitando as diferentes solubilidades que apresentam para diferentes
polaridades de solventes. JA compostos volateis podem ser separados da matriz
fazendo com que passem para a fase vapor e posteriormente sejam recolhidos em
uma solucdo contendo um reagente especifico para o analito. Finalmente, a
determinacao analitica é escolhida pelo analista baseado no problema levantado.

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

adequada para extracdo de aminas de alimentos de origem animal e de aldeidos de
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amostras de café. O emprego de SALLE forneceu alta taxas de enriquecimento dos
analitos nas aliquotas analisadas e permitiu que a reacdo de derivatizacdo, quando
necessaria, e a etapa de extracdo fossem realizadas simultaneamente, diminuindo
as etapas de tratamento das amostras.

Um MIP foi desenvolvido para fornecer maior seletividade as extracbes de
HMF de amostras de caféem associagdo com SALLE. As condi¢cdes de
eletropolimerizagédo para formacao do MIP foram otimizadas para permitir a melhor
sensibilidade para o método.

Todos os procedimentos propostos foram validados e apresentaram bons
parametros analiticos, confirmando que os métodos sdo adequados para
identificacdo e quantificacdo de aminas e aldeidos nas amostras estudadas.

O método de extracdo proposto foi associado a diferentes técnicas analiticas
(cromatografia, eletroanalitica e espectrofotometria) e utilizado para extracdo em
diferentes tipos de amostras. Demonstrando que a SALLE pode contribuir para o
desenvolvimento de métodos que fornecam informacdes a respeito de alimentos que

se deseja analisar ou de compostos especificos presentes nessas matrizes.
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