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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
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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.
2 REVISAO DA LITERATURA
Apesar do continuo avango no desenvolvimento de instrumentos analiticos, a

preparacdo de amostras ainda é um passo critico para a determinagdo de analitos

em diversos tipos de alimentos. A andlise de matrizes alimentares representa um
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desafio analitico, por serem uma matriz complexa e muitas vezes estarem no estado
sblido. Em condicbes em que componentes quimicos estdo presentes em
concentragbes muito baixas, mesmo uma pouca quantidade de outros compostos
pode interferir na analise de interesse. Quando os compostos a serem analisados
estdo presentes em baixas concentracdes o0s interferentes crescem com o inverso
da concentracdo. A andlise dessas amostras é dificil ou mesmo impossivel sem que
seja realizado um tratamento adequado. Por isso, 0 preparo da amostra € um
aspecto crucial de qualquer procedimento analitico na determinacdo de
componentes traco em matrizes alimentares (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-SHADBAD,
2020). O principal objetivo do preparo de amostras € extrair o analito de interesse de
uma amostra de matriz complexa e promover alteragbes quimicas que possam ser
necessarias para sua determinacéo pela técnica analitica utilizada.

Com os avancos da quimica analitica, o preparo de amostras gradualmente
se tornou uma parte majoritaria das analises e considera-se que corresponde a
guase 80 % do procedimento analitico, que inclui, amostragem, preparo de amostra,
separacdo, deteccdo e analise de dados. A demanda crescente em analises de
matrizes alimentares e ambientais impulsionou o desenvolvimento de novas
tecnologias para o preparo de amostras, buscando técnicas que possibilitem
determinacdes sensiveis, seletivas, reprodutiveis e ambientalmente amigaveis
(CHEN et al., 2008). A técnica SALLE é uma proposta para preparo de amostras que
atende muitos dos requisitos desejaveis para essa finalidade.

No desenvolvimento de métodos analiticos € fundamental que seja realizada
a validacdo de parametros analiticos do método proposto. Através de estudos
experimentais, a validagcdo garante que 0 método atende as exigéncias das
aplicacbes analiticas e assegura que os resultados fornecidos séo confiaveis.
Portanto, pela verificacdo dos resultados dos parametros analisados pode-se afirmar
se 0 procedimento experimental proposto esta apto ou ndo para ser aplicado a

analise de amostras reais.
2.1 Técnicas de preparo de amostras
O preparo de amostras consiste no isolamento e concentragédo do analito de

interesse de algumas matrizes. Para que analises sejam realizadas é promovida

uma transformacdo da amostra real para uma amostra compativel com uma técnica
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de andlise ou com o detector que serdo utilizados. Dessa forma, ocorre a remocéo
de compostos que possam interferir na identificagdo ou quantificagéo dos analitos de
interesse. Busca-se também chegar em uma concentracdo dos analitos em niveis
gue permitam sua quantificacdo, além de incluir algumas vezes a modificacdo
quimica do analito para possibilitar sua deteccdo pela técnica utilizada. Algumas
caracteristicas desejaveis na técnica empregada para o preparo da amostra sdo a
méxima recuperacdo do analito de interesse, menor nimero de etapas possiveis,
alta preciséo, rapidez, possibilidade de automatizacdo, pouco uso de solventes
organicos e baixa geracdo de residuos. O preparo de amostra pode impactar todos
0s estagios posteriores da andlise e, portanto, € uma etapa critica para garantir a
correta identificacdo e quantificacdo dos analitos (CHEN et al., 2008).

Alguns processos fisico-quimicos de separacdo que podem ser citados séo
particdo, adsorgdo, volatilizagdo, filtragdo, afinidade e troca ibnica. Além deles,
meétodos como moagem e peneiramento podem ser utilizados para separar
particulas por tamanho. JA métodos que utilizam a gravidade, como centrifugacao e
sedimentacdo sdo usados para isolar amostras heterogéneas e fases liquidas em
extracoes liquido-liquido. Na particdo, os analitos sdo removidos da amostra por
dissolucdo em solvente apropriado. Na adsorcdo os analitos ficam retidos na
superficie de um solido com elevado poder adsortivo. Na separacao por troca iénica,
as interacoes entre moléculas do analito com cargas opostas governam a
separacdo. Na volatilizacdo, os analitos separam-se da matriz e dos interferentes no
processo de mudanca de fase, para serem posteriormente recolhidos em um
solvente compativel com eles. A filtracdo utiliza membranas para a separacédo de
particulas, que nesse processo é governada pelas diferencas de tamanho dos
constituintes da solucéo e pela porosidade da membrana (CHEN et al., 2008).

Extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) é uma das
técnicas mais comuns de preparo de amostras e, provavelmente, uma das mais
antigas utilizadas para a determinacdo de diversos componentes quimicos em
diferentes matrizes de alimentos (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-SHADBAD, 2020). Na
LLE, o analito é transferido de uma amostra aquosa para um solvente imiscivel em
agua. A diferenca de solubilidade entre as duas fases afeta sua extracdo do analito e
a transferéncia da primeira fase liquida para a segunda. Essa transferéncia confere
a técnica melhor seletividade do que métodos simples de extragdo com solvente.

Apesar do vasto uso e boa performance analitica da LLE, ela apresenta algumas
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desvantagens, como a formacdo de emulsdes, perda de analito, contaminacdo da
amostra, baixa sensibilidade, dificuldade de automacédo, necessidade de grandes
volumes de amostra e de solventes organicos. Por conta dessas caracteristicas,
hoje em dia, LLE é considerada uma técnica cara, demorada, trabalhosa, perdularia
e ambientalmente ndo amigavel, sendo contraria aos principios da Quimica Verde
(KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-SHADBAD, 2020).

A busca atual pela redug¢ao no consumo de solventes orgéanicos impulsionou o
desenvolvimento de técnicas miniaturizadas no tratamento de amostras. A
vantagem associada ao processo € a reducdo do tempo das extracdes, além do
procedimento ser considerado em conformidade com os principios da Quimica
Verde. Estas caracteristicas resultaram na ultima década em uma evolucao
substancial das técnicas baseadas em LLE (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-SHADBAD,
2020). Diferentes variagbes das técnicas miniaturizadas, como microextragdo em
fase liquida (LPME, do inglés Liquid Phase Microextraction), extracdo liquido-liquido
assistida por salting-out (SALLE, do inglés Salting-out Assisted Liquid-Liquid
Extraction), microextracdo com fibra porosa (HF-LPME, do inglés Hollow Fiber Liquid
Phase Microextraction), microextracdo por gota unica (SDME, do inglés Single
Droplet Microextraction) e microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés
Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) tém sido utilizadas para extracdo de
analitos de matrizes complexas. As técnicas miniaturizadas também apresentam
como vantagens alta eficiéncia, baixo custo, agilidade e favorecem a seletividade
das andlises (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

Em comparacdo com a LLE, a extracdo em fase solida (SPE, do inglés Solid
Phase Extraction) tem como principal vantagem o menor uso de solventes organicos
e uma grande variedade de materiais que podem ser utilizados como sorventes.
Esses materiais consistem em trocadores anidnicos ou catibnicos ou grupos
funcionais apolares, como octadecilsilano (C18). Entretanto, € um método
demorado, requer o uso de solventes organicos para a eluicdo dos analitos e pode
ser considerado de alto custo se for automatizado (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-
SHADBAD, 2020; SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

Microextracdo em fase sdlida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction)
€ uma técnica de preparo de amostra simples e que faz uso de poucas quantidades
de solvente. Em comparacdo com técnicas classicas, importantes melhorias foram

feitas com essa técnica. Entretanto, SPME é uma técnica demorada e em alguns
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casos pode ser observado um efeito de contaminagdo por outros analitos. Além
disso, muitas dos materiais utilizados nessa técnica sédo frageis, caros, tem um
tempo de uso limitado e possuem efeitos de memdria (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-
SHADBAD, 2020, SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

A fim de superar as desvantagens listadas para o SPME, foi desenvolvida a
microextragdo liquido-liquido (LPME, do inglés Liquid Phase Microextraction). Ao
mesmo tempo, a LPME também foi utilizada para resolver problemas da LLE.
Comparada a LLE convencional, a LPME é mais rapida, mais barata, mais simples
de executar, ambientalmente amigavel, tem maior eficiéncia, utiliza uma quantidade
minima de solventes organicos, e pode ser automatizada. Apenas alguns microlitros
(UL) de solventes organicos séo requeridos para a LPME, enquanto a LLE consome
centenas de mililitros (mL). Geralmente, uma quantidade de poucos mL de um
solvente organico imiscivel em agua é utilizada como fase extratora (fase aceptora)
para uma amostra aquosa (fase doadora) que contém o analito alvo. Devido a
grande razdo entre o volume da amostra e o volume do solvente de extragao,
maiores enriquecimentos do analito podem ser obtidos por essa técnica (KHATIBI;
HAMIDI; SIAHI-SHADBAD, 2020). Além disso, LPME € adaptavel a diversos tipos de
instrumentos analiticos, como eletroforese capilar, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) e
cromatografia gasosa, sendo possivel realizar a injecdo do extrato diretamente nos
equipamentos cromatograficos (MOHAMMED et al., 2016). Essa técnica tem
demonstrado ser uma promissora ferramenta para a pré-concentracdo de analitos
tracos em amostras complexas, devido as vantagens listadas anteriormente, a
facilidade da extracdo e aos baixos limites de deteccdo que podem ser alcancados.
Entretanto, o uso da LPME na andlise de amostras de alimentos pode ser
problematico devido a complexidade dessas amostras. Portanto, métodos
preliminares de extracdo ou clean-up (isolamento), seguidos pela reconstituicdo do
analito em um solvente adequado, sdo necessarios para realizar a LPME,
especialmente em amostras de alimentos solidos (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-
SHADBAD, 2020).

Na microextragdo por gota unica (SDME, do inglés Single Droplet
Microextraction), um pequeno volume de um solvente organico imiscivel com a agua
€ imerso em uma amostra liquida ou exposto em um headspace. A fase organica é

coletada por uma seringa. E um método simples, barato e pode ser facilmente
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automatizado. Além disso, é possivel realizar repetidas extracdes de uma mesma
amostra usando apenas uma seringa. Entretanto, o uso do solvente de extragcdo em
pequenos volumes resulta em uma pequena area de contato entre as fases doadora
e aceptora, 0 que aumenta o tempo de extracdo. A solubilidade parcial do solvente
em agua e a possibilidade de desprendimento da gota na ponta da agulha durante a
extracdo também séo desvantagens da SDME (SPIETELUN et al., 2014).

Na microextracdo com fibra porosa (HF-LPME, do inglés Hollow Fiber Liquid
Phase Microextraction), uma fibra porosa contendo um solvente orgéanico é utilizada
para o procedimento de extracdo. Os analitos de interesse sdo extraidos da amostra
aquosa para o solvente extrator imobilizado nas cavidades porosas e dissolvidos na
solucdo aceptora dentro do tubo utilizado. Esse método é simples, barato e fornece
um alto fator de enriquecimento em relacdo ao analito em um curto periodo de
tempo, além de utilizar pequenas quantidades de solventes organicos. A fibra tem
baixo custo e pode ser descartada apds o uso, evitando problemas de memoria e
contaminacdo. Outra vantagem é que a amostra extraida pode ser introduzida
diretamente no sistema de analise. Desvantagens estao relacionadas a precisdo e a
necessidade de periodos maiores de extracdo em comparacao com outras técnicas
(SPIETELUN et al., 2014).

A microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive
Liquid-Liquid Microextraction) € uma técnica facil de executar, barata, apresenta
altas taxas de recuperacdo e enriquecimento e utiliza poucas quantidades de
solventes organicos. O mecanismo dessa técnica € baseado na formacdo de um
sistema de solvente ternario, que consiste em um solvente de extracdo imiscivel em
agua, um solvente de dispersdo miscivel em agua e uma solu¢do aquosa contendo
o analito. Primeiramente, o solvente de extracdo é misturado com o solvente de
dispersédo e ambos séo rapidamente introduzidos na solucdo da amostra, com isso é
formada uma solucdo turva formada por finas goticulas do solvente de extracao
dispersas na amostra aguosa. A DLLME é feita em poucas etapas, o que minimiza a
perda de analitos e erros analiticos, e a extragdo ocorre quase que
instantaneamente. Devido a alta superficie de contato com a amostra e as
numerosas goticulas do solvente de extracdo, o equilibrio entre a amostra e o
solvente é rapidamente alcancado. Quando a mistura é centrifugada sdo formadas
duas fases e o solvente de extracdo pode ser facilmente coletado para andlise. O

solvente dispersivo empregado deve ser miscivel com o solvente de extracdo e com
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a solucdo da amostra. J4 o solvente de extracdo deve ser imiscivel com a &gua,
apresentar alta capacidade de extragdo, ter alta afinidade com o analito, ter
densidade diferente da fase aquosa e ser compativel com o reagente de
derivatizag&o e com os produtos derivatizados (SARAFRAZ-YAZDI; AMIRI, 2010).

2.1.1 Extracéo liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE)

Outra técnica baseada na LLE desenvolvida recentemente é a extracao
liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE, do inglés Salting-out Assisted Liquid-
Liquid Extraction). Em meio a diferentes técnicas de separacdo, a aplicacdo da
técnica de SALLE tem sido adotada nas extracbes para modificar os limites de
miscibilidade, aumentar o coeficiente de distribuicdo, promover a precipitacdo de
proteinas em sistemas biolégicos e melhorar as recuperacdes em sistemas liquido-
liquido (KUMARI; VUPPALA; SATYAVATHI, 2020; VALENTE; GONCALVES;
RODRIGUES, 2013). A SALLE oferece vantagens como baixo custo, rapida
formacdo de fases, aumento na separacdo dos componentes menos sollveis em
agua e, consequentemente, amplia as possibilidades de escala experimental
aplicada. Além, disso, SALLE & ambientalmente amigavel e foi considerada uma
técnica de alto rendimento em relacdo aos meétodos ja conhecidos (KUMARI;
VUPPALA; SATYAVATHI, 2020).

Essa técnica consiste em uma mistura de dois liquidos de miscibilidades
semelhantes, geralmente agua e um solvente organico parcialmente miscivel em
agua, e um eletrdlito (sal). O eletrdlito é adicionado a mistura de liquidos com a
finalidade de reduzir a miscibilidade entre os dois liquidos e promover a formacéao de
um sistema de duas fases. O mais polar entre os dois solventes vai
preferencialmente solvatar o eletrélito, deixando o analito de interesse (menos polar)
disponivel para ser transferido para a fase orgéanica. Ap6s a centrifugacdo da
mistura, a fase organica contendo os analitos de interesse pode ser coletada (FU et
al., 2021). A Figura 1 ilustra o procedimento de SALLE.
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separacao
de fases
solugido adigdo de sal
aquosa e solvente de
extracao
solugdo em solugdo em solucdo
agitacao repouso com analito
solvente de Anci diregdo de
analito impurezas sal N repeléncia — 2 5
P extracao movimentacgéo

Figura 1 — Representacdo esquematica do procedimento de SALLE
Fonte: adaptada de FU et al. (2021).

Considerando como eletrélito um sal de alta solubilidade em agua e como
nao-eletrolito uma substancia de baixa solubilidade, também na agua. O efeito
salting € resultado da adicdo de um sal eletroliico a uma solugcdo aquosa,
promovendo alteragcdo na solubilidade do nao-eletrélito. Pode haver tanto um
aumento quanto uma diminui¢cdo na solubilidade do n&o-eletrolito com o aumento da
concentracdo do eletrdlito adicionado. Esses efeitos sdo conhecidos como salting-
out e salting-in, respectivamente (GROVER; RYALL, 2005).

O efeito salting-out inclui a adicdo de um sal cosmotrdpico, ou seja, que
contribui para a estabilidade e estrutura das interacées agua-agua para uma mistura
composta por solucdo aquosa e solvente organico miscivel em agua. Quando a
concentracdo de sal excede o limite de solubilidade, o resultado € a separacéo de
fase induzida por sal, ou seja, a fase aquosa fica enriguecida com o sal e a fase
organica fica enriquecida com os componentes menos polares que se desejava
separar (KUMARI; VUPPALA; SATYAVATHI, 2020).

A quantidade de eletrélito adicionada é diretamente proporcional a quantidade
de néo-eletrdlito precipitada. O valor da constante dos sais, k, é igual aos produtos
dos componentes catibnicos e anionicos do sal e, foi demonstrado, que a constante
k é fortemente dependente do eletrélito e depende em menor extensdo do nao-
eletrolito. Diferentes céations e anions fornecem diferentes constantes de sais ibnicos

e, portanto, diferentes combinag¢des influenciam no potencial do sal em causar o
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efeito salting-out. Essas diferencas podem ser atribuidas ao tamanho, estrutura,
carga, hidratacdo e polarizabilidade dos sais. A eficiéncia de alguns cations comuns
como agentes salting-out decresce na ordem de Na* > K* > Li* > Ba*? > Rb* > Ca*?
> Ni*?2 > Co*? > Mg*? > Fe*? > Zn*?> > Cs* > Mn3* > AI¥* > NH4* > H*. Para os anions,
a sequéncia decrescente € OH > SO4> e CO3> > CIO" > BrOs- > Cl- > CH3COO- >
|0s- > NO3z- (GROVER; RYALL, 2005).

O sal escolhido para promover o efeito salting-out deve ter elevada
solubilidade em &gua, baixa solubilidade ou ser insoltvel em solvente organico e ser
adequado para induzir a precipitacdo de moléculas hidrofilicas. Muitos sais
organicos e inorganicos podem promover o efeito salting-out e aumentar a
transferéncia dos analitos hidrofilicos para o solvente orgéanico, entre eles cloreto de
sodio (NaCl), sulfato de magnésio (MgSOa), acetato de sodio (CH3zCOONa), acetato
de amoénio (CH3COONH,4) e sulfato de amonio ((NH4).SO4) sdo alguns dos mais
utilizados (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-SHADBAD, 2020).

Acetonitrila € um dos solventes mais comumente utilizados na SALLE por ser
guimicamente inerte com analitos organicos, ter capacidade de precipitar proteinas e
devido a sua vasta utilizacdo como fase movel em cromatografia liquida. Outros
solventes que também sao frequentemente utilizados para separacdo em SALLE
sdo acetona, etanol, tetrahidrofurano, metanol, propanol, pentanol e acetato de etila.
A eficiéncia de extracdo de compostos polares pode ser aumentada utilizando
solventes polares (KHATIBI; HAMIDI; SIAHI-SHADBAD, 2020).

O efeito da adicao de sais as solucbes com nao eletrélitos depende também
de um grande numero de interacfes intermoleculares que ocorrem entre o ion e 0
solvente, o ion e o ndo-eletrdlito e o ndo-eletrolito e o solvente. A extenséo dessas
interacdes varia de acordo com os tipos de ions, solventes e nao-eletrolitos
envolvidos. Grover e Ryall (2005) estudaram os mecanismos de efeito do salting-out
gue sao baseados no comportamento dos constituintes do sistema.

A teoria de hidratacdo € a mais antiga e simples explicacdo para o efeito
salting-out. Ela postula que os ions em solucdo atraem as moléculas do solvente e,
consequentemente, sdo cercados por uma camada dessas moléculas. Quando um
eletrolito é adicionado a uma solugdo de nao-eletrolito, eles competem pelas
moléculas de solvente. As moléculas do solvente tém maior afinidade pelos
eletrolitos e se fastam das moléculas do ndo-eletrdlito. Assim, diminui a hidratacao e

solubilidade das moléculas do néo-eletrdlito, que, como consequéncia, precipitam ou
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podem ser transferidas para outra fase com a qual tenham mais afinidade (KUMARI;
VUPPALA; SATYAVATHI, 2020).

Geralmente céations tém um grau de hidratacdo maior do que anions. Porém o
efeito de salting-out de um eletrélito depende do balanco das cargas opostas.
Quando o solvente é a agua a natureza das interagcfes ion-solvente sdo complexas.
InteracBes hidrofébicas, hidrofilicas, de quebra de estrutura e de polarizacdo entre
ions e solvente geralmente coexistem, porém a extensdo dessas interacdes varia de
acordo com o ion e o solvente. A principal desvantagem das teorias de hidratacéo é
gue ela implica que cada ion atrai uma quantidade finita de moléculas de agua e nao
tem efeito nas moléculas restantes de solvente. Também implica que as moléculas
de ndo-eletrolitos ndo influenciam na hidratagdo, o que nao é verdadeiro. Além
disso, as teorias de hidratagdo nédo explicam o efeito salting-in (GROVER; RYALL,
2005).

Outra teoria para explicar o salting-out considera que as variacdes de efeitos
de sais especificos em nao-eletrolitos ocorrem devido aos dipolos de agua na
camada de hidratacdo em torno do ion serem orientados. Dessa forma, se houver
uma orientacao preferencial das moléculas de agua em direcdo a um soluto polar, os
ions de mesmo sinal devem ter uma tendéncia a promover sua solubilidade (salting-
in), enquanto os ions de carga oposta, que devem orientar as moléculas de agua
desfavoravelmente, tém uma tendéncia de diminuir sua solubilidade (salting-out).
Embora o modelo do dipolo seja util para interpretar os resultados do efeito salting-
out observados para diferentes solutos polares, ele ndo explica as variacdes
observadas nos efeitos de diferentes solutos ndo-polares (GROVER; RYALL, 2005).

A teoria eletrostatica postula que a quantidade de trabalho necessaria para
descarregar os ions no solvente puro sdo diferentes daquelas exigidas em uma
solucdo que contém o soluto. Elas relacionam tanto o salting-out como o salting-in
para a influéncia do soluto na constante dielétrica do solvente. Dessa forma, se a
solucdo saturada de soluto tem uma constante dielétrica menor do que a agua
ocorre o salting-out, e se a solucdo saturada de soluto tem uma constante dielétrica
menor do que a agua, ocorre o salting-in (GROVER; RYALL, 2005).

Outro modelo para explicar os feitos salting-out e salting-in propde que a
presenca de soluto exerce uma pressao interna nas moléculas do solvente, que, por
sua vez, modifica as interacdes entre ion e solvente e causa a precipitagdo dos ndo-

eletrélitos. Essa teoria considera que a extensao do efeito salting-out ou salting-in de
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um soluto ndo-polar € determinado pela extensdo com que o solvente é comprimido
ou expandido quando o ion esta presente. Geralmente, quando a compressibilidade
das solugbes aumenta, o efeito salting-out diminui, e vice-versa. Essa teoria,
entretanto, funciona apenas para avaliacdo de nao-eletrélitos ndo-polares, e ndo
explica comportamento de ndo-eletrdlitos polares (GROVER; RYALL, 2005).

Outra teoria considera as forcas de Van der Waals, que tem como principio as
interacOes eletrostaticas de curto alcancem que ocorrem entre ions e moléculas
neutras. Essas interagdes intermoleculares podem ser atrativas ou dispersivas. As
forcas dispersivas foram sugeridas com um apreciavel papel no efeito de salting dos
fons (GROVER; RYALL, 2005).

SALLE tem uma ampla gama de aplicacbes no que diz respeito a natureza
dos analitos e as técnicas instrumentais as quais 0s extratos podem ser submetidos
para analise (JAIN; GUPTA; VERMA, 2015). No Quadro 1 é apresentada uma
revisdo sobre os trabalhos que utilizaram SALLE nos ultimos anos, contendo as
amostras que foram utilizadas, os analitos extraidos, os solventes de extracédo e
respectivos volumes utilizados e os tipos de sais utilizados para promover o efeito
salting-out e suas quantidades.

Matkovich e Christian (1973) foram os primeiros a propor separacdées com
SALLE. Eles testaram 79 sais como possiveis agentes salting-out para promover a
extracdo de metais quelatos de agua utilizando acetona como solvente de extracéo
e obtendo uma melhora na recuperacéo pela inclusédo de CaCl, na agua (KUMARI;
VUPPALA; SATYAVATHI, 2020).

Leggett, Jenkins e Myares (1990) mostraram a eficiéncia de utilizar
acetonitrila e NaCl para promover a extracdo de compostos organicos em
comparacao com cloreto de metileno como solvente de extracdo. Porém, para as
extracoes realizadas nesse trabalho, foram utilizados 100 mL de acetonitrila e 130 g
de NaCl, quantidades consideradas muito altas para serem utilizadas atualmente e
gue nao estariam em conformidade com a Quimica Verde, pois 0os avancos das
técnicas de separacdo permitiram trabalhar com massas e volumes menores.
Anastassiades et al. (2003) realizaram a extracdo por salting-out utilizando o NaCl
como sal promovedor do salting-out em conjugacdo com MgSOs. O MgSO4 é um
agente de secagem e foi adicionado com o intuito de retirar a adgua e forcar os
analitos (no caso do trabalho citado, pesticidas) para a fase organica (no caso do
trabalho citado, acetonitrila) (KUMARI; VUPPALA; SATYAVATHI, 2020).
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O efeito salting-out tem sido utilizado para a recuperacédo de explosivos de
nitro aromaticos e nitraminas de aguas naturais com concentracdo de nanogramas
por litro pelo método da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United
States Environmental Protection Agency). De acordo com o relatério, carbonato de
potassio, sulfato de aménio e citrato de sédio desidratado foram observados como
melhores agentes promotores do efeito salting-out (KUMARI; VUPPALA;
SATYAVATHI, 2020).

Diferentes sais foram avaliados para promover a extragdo de compostos a-
dicarbonilicos de cerveja com acetonitrila e determinacéo por HPLC-UV e NacCl foi o
sal que mais influenciou nos resultados (VALENTE; GONCALVES; RODRIGUES,
2013). SALLE foi usada junto com DLLME para extracdo de glioxal e metilglioxal de
amostras de urina com deteccdo por GC-MS (PASTOR-BELDA et al., 2017). Chen et
al. (2019b) utilizaram SALLE para extrair 5-hidroximetilfurfural (HMF) de amostras de
mel com 0,5 g de NaCl e acetonitrila e determinacdo por HPLC-UV e obteve
recuperacdo de 95 %. SALLE também foi usada junto com microextracdo liquido-
liquido assistida por vortex para potencializar a extracéo de furfurais em amostras de
fruta. Na microextracao liquido-liquido assistida por vortex a dispersédo acontece pela
agitacdo do vortex, que causa uma leve emulsificacdo da solucdo e dispensa,
portanto, o uso de um solvente de dispersdo. As goticulas finas formadas podem
extrair os analitos mais rapidamente devido a uma menor distancia de difusdo e
maior area de superficie exposta. Taxas de recuperacdo de 80 % foram
consideradas satisfatérias e alcancadas utilizando 1-hexanal como solvente de
extracdo e NaCl para promover o efeito salting-out (ABU-BAKAR; MAKAHLEH;
SAAD, 2014).



Quadro 1 — Revisao da literatura de trabalhos que utilizaram SALLE para preparo de amostra
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solvente de - - . a
~ sal (9) técnica de anédlise analito amostra referéncia
extracdo (mL)
acetonitrila (3) NacCl (0,1) CE inibidores de tirosina quinase plasma humano (AHMED et al., 2018)
acetonitrila (0,15) NacCl (0,005) CE inibidores de tirosina quinase plasma humano (AHMED et al., 2020)
acetonitrila (1) NacCl (4) HPLC-UV anfetamina e metanfetamina urina (AKRAMZIS%l)JR etal,
tolueno (1) NacCl (1,16) GC-MS topiramato solucdes aquosas | (ALMEIDA et al., 2020)
acetonitrila (1,5) (NH4)2S04(12) GC-MS tujona e pulegona bebidas (ALSHI§(|)—|1A§I)\II etal,
- cromatografia de . . plasma, urina e (ALSHISHANI;
acetonitrila (0.4 € 0,5) | Na:C0s(0,05€ 0.13) | ;102050 hidrofilica biguanidas agua de rio SALHIMI; SAAD, 2018)
acetonitrila (10) MgSO. (4) e NaCl GC-MS pesticidas frutas e vegetais (ANASTASSIADES et
@ al., 2003)
acetonitrila (3) Na2COs (1,27) fluorescéncia compostos ,p.O|ICIC|ICOS solo e sedimentos (BRESSAN et al,
aromaticos 2017)

MgSO0Os (0,15) e NaCl

acetonitrila (2) (0.4) HPLC-UV compostos fendlicos prépolis (CHEN et al., 2019a)
acetonitrila (2,8) Na.COs3(0,5) HPLC-UV 5-hidroximetill-2-furfural mel (CHEN et al., 2019b)
. (NH4)2S04 (28) e ) e : Y
carbonato de dietila (0,25) NaHzP04.2H:0 (7) HPLC-UV clorofendis vinho (FAN; HU; LIU, 2014)
acetonitrila (6) e 1,2- sucos, agua de (FARAJZADEH,;
dibromoetano (0,05) NaCl (7,2) GC-FID pesticidas 0c0 6 4 Sa derio | FERIDUNI AFSHAR
’ pocoeag MOGADDAM, 2015)
acetonitrila (0,65) MgSOx ((8 ilg)) e NaCl HPLC-UV antibiéticos sulfonamidas urina (FIKAI;SQ/S etal,
acetonitrila (2) NaCl (0,13) HPLC-UV e HPLC- aminas biogénicas carne e peixe (FRANCISCO etal,
FL 2020)
etanol (NH4)2S04 HPLC-UV acidos carboxilicos padrées (FU et al., 2015)
acetonitrila (5) MgSOs (4) HPLC-UV residuos de ciprofloxacina agua G EZA;‘)ES;\I etal,
acetonitrila (1,25) NH4CHsCOz (0,35) HPLC-MS/MS cocaina e anfetamina meconio (GOGGIN; JANIS,

2019)
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ei?rlggg(;e(r?wi) sal (9) técnica de andlise analito amostra referéncia
acetonitrila (1) (NH4)2S04 (1,6) HPLC-UV herbicidas de sulfoniluréia aguas ambientais e (GURE et al., 2014)
suco de banana
acetonitrila (0,3) Nazso‘zc()oéé)) e NaCl HPLC-MS metoxetamina amostras de tecidos | (HAJKOVA et al., 2016)
acetonitrila (10) MgSNOa‘;g:hs'\(')‘ﬁlgl) UHPLC-MS/MS toxinas fusarium leite vegetal (HAMED et al., 2017)
acetonitrila (2) (NH2)2S04 (1,2) UHBh%'L'\é%'\\"/S e cianotoxinas 4gua salina (HEMMATI et al., 2019)
acetato de etila (10) Na2S04 (1) UHPLC-UV 5-nitroimidazol leite (HERe'\tIAa:\IDZ%Zl'?'\)AESA
(HERNANDEZ-MESA,;

MgSO04 (0,5) e NaCl

UHPLC-ESI-MS/MS

5-nitroimidazol e metabdlitos

ovas de peixe

CRUCES-BLANCO;
GARCIA-CAMPANA,

acetonitrila (5) ©0.1)
2018)
acetonitrila (2) NacCl (0,03) UHPLC-UV temozolomida plasma (JAIN et al., 2014)
" . L sucos de fruta e (JAIN; GUPTA,;
acetonitrila (0,2) MgSO0a4(0,2) HPLC-UV aminas biogénicas bebidas alcodlicas VERMA, 2015)
acetonitrila (2) NacCl (3,3) GC-FPD pesticidas organofosforados grao de cereal (JIA et al., 2014)
] i . . (KUMARI; VUPPALA,;
1-decanol (20) K2CO3 (30) GC-TCD morfolina agua SATYAVATHI, 2020)
" nitroaromaticos, nitraminas e . (LEGGETT; JENKINS;
acetonitrila (100) NaCl (130) HPLC-UV ésteres de nitrato agua de pogo MIYARES, 1990)
acetonitrila (0,2) (NH4)2S04 (<0,09) HPLC-UV baicalina plasma de rato (LI et al., 2014)
mel, aguas
acetonitrila (0,15) NacCl (0,15) HPLC-UV sulfonamidas ambientais e urina (LIU J. et al., 2010)
humana
tetrafluoroborato de 1-
butil-3-metilimidazélio K2HPO4 (1) HPLC-UV sulfonamidas sangue (LIU et al., 2016)
(0,11)
(MAGIERA;
- ) B-bloqueadores e . KOLANOWSKA,;
acetonitrila (0,3) (NH4)2S04(0,2) UHPLC-UV metabolitos urina humana BARANOWSKI, 2016)




43

solve~nte de sal (g9) técnica de analise analito amostra referéncia
extracdo (mL)
etanol (NH4)2S04 ELECNRTL acido latico agua (MARCQSZSSN etal,
tolueno (1,5) e acetona i . . (MARINO-REPIZO et
(3.5) (NH4)2S04 (1) UHPLC-MS ocratoxina A cerveja al., 2018)
isopropanol (0,2) MgSO04 (0,012) HPLC-FL perampanel e estiripentol rato (MEIR%;g etal,
(MORENO-
acetonitrila (3,2) (NH4)2S04 (1,25) UHPLC-MS/MS residuos de tetraciclina alimentos infantis GONZALEZ; GARCIA-
CAMPANA, 2017)
acetonitrila ((31)) e acetona (NH4)2S04(1,3) UHPLC-MS/MS antibioticos betalactama laticinios infantis (MORSNa?'(;gll\%ALEZ
o NH4HCO:2 (0,02) e i estimulantes semelhantes a N (NEMESKALOVA et
acetonitrila (0,4) NH:HCOs (0,03) HPLC-MS/MS anfetaminas meconio al.. 2019)
acetonitrila (2) NacCl (1,16) GC-MS inseticidas piretréides urma,eagsugaof[joo mar (NIU et al., 2017)
acetato de etila (1,5) NacCl (0,4) GC-PTV-MS drogas_nao este(o.|da|s € agua (NOCHE et al., 2011)
anti-inflamatorias
acetonitrila (0,15) NHsHCO:2 (0,032) HPLC-MS/MS anan_dam@a € 2- cérebro de rato (OLIVEIRA; QUEIROZ,
araquidonaoilglicerol 2020)
acetonitrila (1) MgSO4 LC-MS/MS entecavir plasma humano (ZHAO et al., 2012)
acetonitrila (0,2) MgSOs4 (0,012) LC-MS/MS lopinavir e ritonavir plasma (ZHANG et al., 2009)
acetonitrila NaCl UHPLC-ESI-MS/MS isoflavonas leite de soja (PARK; JUNG, 2017)
acetonitrila (0,6) NaOH (0,014) FS-OP diclofenaco saliva humana (POCHI\Z/S1L7C))V etal,
- i . o . (RAMOS; VALENTE;
acetonitrila (1) NacCl (0,13) HPLC-FLD aminas biogénicas vinho RODRIGUES, 2014)
i, L . . " (RAMOS; BRANDAO;
acetonitrila (2) NacCl (0,13) HPLC-UV-MS/MS aminas biogénicas queijo RODRIGUES, 2020)
- . azul de metileno e amarelo esgoto e alimentos (RAZMARA,
acetonitrila (4,5) (NH4)2S04 (1) espectrometria crepisculo s6lidos DANESHFAR,;
P SAHRAI, 2011)
acetonitrila (2) NaCl UHPLC-MS/MS cloranfenicol mel (R1ZZO et al., 2020)
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solve~nte de sal (g9) técnica de analise analito amostra referéncia
extracdo (mL)
metl_ll_sobutllqetona © KCl e NaCl GC-FID acido propanoico padrbes (ROY; AWUAL; GOTO,
metilisopropilcetona _2007)
acetato de etila (0,75) NaCl GC-MS aminas aromaticas tecidos e algodao (SAN%&E‘S etal,
acetonitrila (3) (NH4)2S04 (7) HPLC-DAD vitamina D3 leite (SAZALI et al., 2019)
- - ona dgun e, | e
acetonitrila (0,25) NaCl HPLC-UV sulfanilamida n’;(;lr,1 ulrjlgeé htran;i::, SADEGH AMINI-FAZL,
gueep 2014)
acetonitrila M&S'_('z ?\IaNs?)? LC-MS/MS canabindides plasma (SILVA et al., 2020)
acetato de etila/acido
férmico, acetonitrila/ acido MgSOa4 LC-MS/MS micotoxinas urina de porco (SONG et al., 2013)
férmico
acetonitrila (0,025) MgCl2 (0,0014) LC-MS/MS afatinib plasma (SPARIZE())Allgl)S etal,
acetonitrila (2,35) Na2S04 (0,33) UHPLC-FLD doxorrubicina urina (STRAEIOGZ%U etal,
- . . ~ (TABARAKI;
acetonitrila (1,25) NacCl (1,5) espectrometria fendis padrbes HEIDARIZADI, 2019)
acetonitrila (1) NH4+CH3CO2 (0,03) HPLC-PDA febuxostato plasma (TANDEL et al., 2016)
acetonitrila (2) (NH4)2S04 (1,6) UHPLC-FL benzimidazol peixes de viveiro (TEJA;A-Z%ingDO et
acetonitrila (2) (NH4)2S04 (1,6) CLC-uv benzomidazoles leite (TEJAjA'Z%?gSDO et
etanol:acetona (0,5) (NH4)2S04 (1,7) UHPLC-UV aditivos alimentares sucos (TIGHZRC;TQE) etal,
diclorometano (3) NaCl GC-MS caprolactama e 2,4-DTBP agua (TSOCI—;%;%)IS etal,
acetonitrila (2) NacCl (0,25) HPLC-FLD carbamato de etila bebidas (VALENTE et al., 2014)
v (VALENTE et al.,
acetonitrila (5) (NH4)2S04 (1) HPLC-UV-MS/MS e fendis sementes de funcho 2017a)

GC-MS




45

solvente de - - . a
extracio (mL) sal (9) técnica de analise analito amostra referéncia
acetonitrila (10) NacCl (0,325) CE-PDA enatibmeros de varfarina urina (WAN(Z:’();lCl'?‘I; XU,
acetonitrila (5) NH4+CH3COz2 (2) LC-MS/MS hormdnios esteroides tecidos de peixe (WANG et al., 2012)
acetonitrila (1,6) (NH4)2S04 (2) UPLC-MS/MS bisfenol A e analogos bebidas de café (WANG et al., 2021)
acetonitrila (0,4) NH4Cl (0,5) HPLC-UV drogas anti-hipertensivas aguas ambientais (WAN(ZS(;;(?)I)N; XU,
acetonitrila (0,2) NH4+CH3CO2 (0,007) LC-MS/MS droga (ABT-869 e A-849529) plasma humano (WU et al., 2008)

acetonitrila (3) (NH4)2S04 (3,6) espectrometria fluoroquinolonas leite (XIA; YANG,; LIU, 2012)
acetonitrila (0,2) NHsHCO:2 (0,016) LC-MS/MS anandamida plasma humano (XIONG et al., 2015)
acetonitrila (0,1) NHsHCO:2 (0,008) LC-MS/MS trimetazidina plasma de rato (XIONG; YANG, 2015)

atorvastatina, o-
acetonitrila (0,4) NH4CHzCO2 (0,046) LC-MS/MS hidroxiatorvastatina e p- plasma humano (YANG et al., 2015)
hidroxiatorvastatina
(YAZDANFAR,;
cloroférmio (0,055) NacCl (0,25) GD-ECD pesticidas organoclorados agua e frutas YAMINI;

GHAMBARIAN, 2014)

2-etil-1-hexanol NaCl GC-TCD isobutanol solugBes aguosas (Yl etal., 2018)
NHsHCO:2 (0,016) LC-MS/MS sinsvastatina e acido de plasma humano (ZHANG et al., 2010)

acetonitrila (0,2)

sinsvastatina

Fonte: Elaborado pela Autora (2022).
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2.2 Validagdo de métodos analiticos

O processo de validacdo de um método analitico é realizado com o objetivo
de demonstrar que um procedimento experimental é adequado para a determinacao
e quantificacdo dos analitos de interesse e garante que os resultados fornecidos por
esse procedimento sdo confiaveis. Cada pais segue as normas estabelecidas pelas
agéncias reguladoras oficiais, no caso do Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria), do Ministério da Saude. Os procedimentos recomendados pela
ANVISA para validacdo de métodos sdo muito similares as recomendacdes
adotadas pela agéncia dos Estados Unidos, Food and Drugs Administration (FDA) e
da Europa, pela Comunidade Europeia. INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial) e IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) também s&o agéncias reguladoras importantes a serem
consideradas na validacdo de métodos (PASCHOAL et al., 2008).

Os principais parametros analiticos utilizados para validacdo de métodos de
sdo seletividade, linearidade e faixa de trabalho, precisdo, exatiddo, limite de
deteccéo e limite de quantificacao.

A seletividade demonstra que um método € capaz de quantificar com exatidao
o analito, mesmo que haja impurezas ou interferéncias da matriz. Interferentes
costumam ser compostos com estrutura semelhante ao analito, isGémeros,
substancias que possam estar presentes no mesmo meio que os analitos de
interesse, produtos de degradacdo, metabolitos e impurezas (BRASIL, 2003;
PASCHOAL et al., 2008). A verificacdo da seletividade depende do método analitico
empregado. Para os métodos cromatograficos, por exemplo, verifica-se que o pico
de resposta é proveniente do analito e ndo de outros interferentes presentes na
amostra (PASCHOAL et al., 2008).

A linearidade demonstra que a resposta da técnica de analise empregada é
diretamente proporcional as concentracées do analito, permitindo obter a regresséo
da curva analitica. Sdo recomendados 5 niveis de concentracdo do analito para a
construcdo da curva analitica sdo. Valores do coeficiente de determinagdo maiores
do que 0,99 sédo recomendados para considerar que existe uma linearidade na
resposta (BRASIL, 2003).

A sensibilidade ndo é um parametro requisitado pelos 6rgaos oficiais para a

7

validagcdo de métodos analiticos, no entanto é expressa de forma indireta pela
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equacédo da reta obtida através da regressdao linear da curva analitica. O coeficiente
angular da curva analitica fornece informacdes sobre a sensibilidade do método, ou
seja, a alteracdo da resposta em funcdo da variagdo da concentracdo do analito
(PASCHOAL et al., 2008).

A influéncia da matriz que conttm o analito na extracdo é avaliada
adicionando diferentes concentracdes conhecidas do analito de interesse as
amostras que serdo analisadas. A inclinacdo da curva de calibracéo e a inclinagéao
da curva com adicdo de padrdo sdo comparadas através do teste t de Student,
geralmente com 95 % de confiangca, para verificar se ambas podem ser
consideradas estatisticamente iguais ou nao, dentro do limite de confiangca. Caso
seja verificado que as curvas sao estatisticamente diferentes, a curva de adicao de
padrao deve ser o método escolhido para a quantificacdo das amostras. O valor de t
tabelado é comparado ao valor de t calculado, através da equacéao 1.

_ lay — a,| 1
tcalc - \/S(al)z n s(a2)2 ( )

onde a, e a, sdo o coeficiente angular da curva analitica na auséncia e na presenca
da matriz, respectivamente, e s(a,) e s(a,) correspondem aos desvios da inclinacao.

A precisado indica quanto os resultados de testes independentes realizados
sob as mesmas condi¢cdes estdo proximos entre si, esse parametro € verificado pela
estimativa do desvio padréo (s) ou do desvio padréo relativo (DPR) obtidos para o
conjunto de amostras analisadas. Nos procedimentos experimentais, a precisdo €
fornecida pela repetibilidade e reprodutibilidade de amostras da mesma matriz
enriquecidas com concentracdes conhecidas do analito de interesse (PASCHOAL et
al., 2008). A repetibilidade corresponde ao desvio entre amostras analisadas nas
mesmas condi¢cdes dentro de um curto periodo de tempo. Ja a reprodutibilidade
corresponde ao desvio obtido para amostras em laboratérios diferentes. E
recomendado que sejam feitas um minimo de seis determinacfes para uma mesma
concentracdo de analito e que o DPR obtido para essas andlises ndo exceda 15 %
(BRASIL, 2003).

A exatiddo avalia quanto a concentracdo de analito obtida pelo método esta
préxima do que seria a sua concentracdo real. Concentracbes conhecidas de

solucdes de padrées do analito sdo adicionadas a matriz das amostras, que sao
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analisadas de acordo com o procedimento proposto. A concentragdo experimental é
calculada através da curva analitica obtida pelo método. Esse parametro € avaliado
pela recuperacgéo, expressa em porcentagem, e reflete a eficiéncia de extracado do
método. E recomendado que sejam feitos ensaios em triplicata para trés niveis de
concentracdo do analito adicionado a amostra (BRASIL, 2003). A recuperacao varia
entre concentracdes baixas e altas do analito, apresentando uma dispersdo maior
entre os resultados para concentracdes baixas. Valores de recuperagcao entre 70 %
e 120 % sé&o considerados aceitaveis para analise de componentes tracos (RIBANI
et al., 2004). A recuperacéo € calculada de acordo com a equacéo 2.

. concentracgao determinada do analito
Recuperacio (%) = — , x 100 % (2)
concentracgdo esperada do analito

O limite de deteccao (LD) indica a menor concentracdo do analito que pode
ser diferenciada de zero ou do ruido de fundo e, portanto, que pode ser detectada de
forma confiavel pelo método avaliado (BRASIL, 2003; PASCHOAL et al., 2008). O
LD pode ser calculado através da menor relacdo sinal-ruido ou através de
parametros da curva analitica. Pelos parametros da curva analitica, o LD é calculado
como 3,3 vezes a razéo entre o desvio padrdo da regressao linear (s,) e a inclinacéo

(a) (coeficiente angular) da curva analitica, segundo a equacéao 3.
Sa
LD =33x— 3)

O limite de quantificacdo representa a menor quantidade de analito que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo pelo método proposto (BRASIL, 2003;
PASCHOAL et al., 2008). O LQ é calculado da mesma forma que o LD, porém com
uma relacao de 10 vezes para a razdo entre o desvio padréo da regressao linear (s,)
e a inclinacao (a) (coeficiente angular) da curva analitica, de acordo com a equacao
4.

LD = 10x%“ (4)
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3 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para extracdo, separacao
e quantificacdo de compostos de interesse alimenticio utilizando a técnica de
extracdo liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE) em combinacdo com
técnicas analiticas cromatogréficas, eletroanaliticas e espectrométricas para
determinacdo de aminas biogénicas em amostras de produtos alimentares de

origem animal e de aldeidos em amostras de cafeé.
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4 CAPITULO | — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DA TECNICA SALLE
PARA DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS EM PRODUTOS
ALIMENTARES DE ORIGEM ANIMAL

Neste Capitulo € apresentado o trabalho desenvolvido para determinacao de
aminas biogénicas em carnes e peixes utilizando a SALLE para melhorar a extragédo
das aminas das amostras. A etapa de SALLE foi realizada simultaneamente com a
derivatizacdo, possibilitando reduzir o nidmero de etapas do procedimento. As
analises foram feitas por HPLC com detectores UV e FL.

Uma SALLE também foi aplicada para a extracdo de histamina de peixes e
determinacao por analise colorimétrica.

Uma revisao sobre aminas biogénicas em produtos alimenticios, seus efeitos
a saude humana e suas principais vias de formacgdo, assim como procedimentos

analiticos empregados para detecta-las também sao apresentados no Capitulo I.

4.1 Introducéo

Uma grande variedade de alimentos e bebidas que contém aminas biogénicas
(ABs) fazem parte da dieta humana. Alimentos como leites e derivados, vinhos,
carnes e peixes quando sdo submetidos a condi¢cdes inadequadas de higiene
durante sua cadeia de producéo, podem apresentar concentracdes elevadas de ABs
e representar um problema a saude. Indiretamente, a concentracdo de ABs nos
alimentos pode fornecer informacdes sobre o estado de degradacédo que o alimento
se encontra, portanto, pode ser um indicador da qualidade alimentar.

O desenvolvimento de novos métodos de extracdo e analise que permitam
monitorar a qualidade dos alimentos e também avaliar a eficiéncia dos processos
tecnoldgicos utilizados para diminuir a formacdo de ABs constituem um desafio
analitico. Neste trabalho, a técnica SALLE é proposta para realizar a extracdo de
ABs de amostras alimentares, em uma etapa realizada simultaneamente com a
derivatizacdo dessas aminas para que sejam determinadas por HPLC-UV e HPLC-
FL. Também foi acrescentada a esta proposta um método para extracdo de
histamina por SALLE e determinacdo por espectrofotometria na regido do visivel. O
método foi otimizado e os parametros analiticos foram validados para permitir a

aplicacdo na analise de ABs em amostras de peixes e carnes.
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4.2 Revisao Bibliogréfica

Aminas biogénicas (ABs) sdo bases organicas nitrogenadas formadas a partir
da descarboxilacdo de aminoé&cidos livres especificos. Sdo produzidas de forma
natural nas células vivas e desempenham importantes papéis fisiolégicos no
organismo humano. Entretanto, em alimentos e bebidas que contém proteinas e
aminoacidos livres, a descarboxilagdo € promovida por enzimas microbianas.
Microrganismos com atividade descarboxilase podem ser intencionalmente inseridos
em alguma etapa do processamento dos alimentos ser resultado da adocao de
condi¢cdes higiénicas insatisfatérias durante sua produgdo ou armazenamento
(SPANO et al., 2010). Embora as ABs desempenhem funcdes biologicas
fundamentais, seu consumo em elevadas concentracdes pode causar efeitos
adversos a saude humana (AL BULUSHI et al., 2009). Em um ambiente favoravel a
atividade enzimatica microbiana, peixes e frutos do mar que possuem muita histidina
livre nos tecidos musculares podem apresentar elevadas concentracbes de
histamina e desencadear quadros de intoxicacdo alimentar quando consumidos.
Aléem disso, em alimentos processados que contém nitratos e nitritos como
conservantes, a presenca de aminas biogénicas gera uma predisposicdo para a
formacdo de nitrosaminas, compostos reconhecidos como carcinogénicos (MEY et
al., 2014).

Dessa forma, o desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacéo
de ABs em alimentos e bebidas e a aplicacdo de técnicas que visem diminuir sua
formacdo podem colaborar para um maior controle da qualidade alimentar e
beneficiar a saide humana. Algumas dificuldades encontradas na analise de ABs
em alimentos se déo devido a frequentemente estarem presentes em concentracoes
baixas, a complexidade dessas amostras, a alta polaridade dos compostos e a
ocorréncia de varias aminas simultaneamente no mesmo meio. A andlise desses
compostos requer etapas de pré-tratamento da amostra, que envolve a extracdo das
aminas da matriz alimentar e sua concentracdo em niveis adequados que permitam
a determinacéo analitica (JAIN; VERMA, 2018).
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4.2.1 Definicdo e classificagdo de aminas biogénicas

Aminas biogénicas sdo bases organicas nitrogenadas de baixa massa
molecular em que um, dois ou trés atomos de hidrogénio da aménia foi substituido
por um grupo alquil ou arila (ALVAREZ, MORENO-ARRIBAS, 2014). Essas
substancias sao formadas naturalmente durante processos bioquimicos nos seres
vivos pois participam de diversas fungfes metabdlicas e fisiolégicas no organismo.
Sao encontradas também em alimentos de origem animal, vegetal e alimentos
fermentados (SARKADI, 2009).

Existe uma grande diversidade estrutural de ABs e elas podem ser
classificadas de acordo com sua estrutura quimica, com o nimero de grupamentos
amina que a molécula apresenta e com a via biossintética de sua formacdo. Em
relacdo a estrutura quimica, podem ser classificadas como alifaticas (putrescina,
cadaverina, agmatina, espermina e espermidina), aromaticas (tiramina e
feniletilamina) ou heterociclica (histamina, triptamina e serotonina). Consoante o
numero de grupamentos amina podem ser divididas em monoaminas (tiramina,
metilamina, etilamina, feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina, serotonina,
putrescina e cadaverina) ou poliaminas (agmatina, espermina e espermidina)
(SPANO et al.,, 2010). Uma outra classificacdo leva em consideracdo a via
biossintética de formacdo, assim existem as aminas naturais (espermina,
espermidina e putrescina), cuja biossintese ocorre in situ na célula, ou seja, a partir
de uma molécula mais simples, conforme séo requeridas pelo organismo, ou quando
estdo armazenadas nos masodfilos e basofilos, e aminas biogénicas formadas pela
descarboxilacdo de aminoacidos livres especificos através de enzimas microbianas,
gue é a principal via de formacéo de aminas nos alimentos.

Em sua maioria as aminas biogénicas sdo denominadas de acordo com o
aminoacido que as origina, assim histamina (HIM), tiramina (TIM), 2-feniletilamina
(FEM) e triptamina, por exemplo, sdo fomadas a partir da descarboxilacdo de
histidina, tirosina, fenilalanina e triptofano, respetivamente. Os nomes cadaverina
(CAD) e putrescina (PUT), entretanto, relancionam-se com o fato dessas aminas
serem encontradas em materiais em estado de decomposi¢cdo ou putrefacdo. Ja
espermidina (SPD) e espermina (SPM) recebem essa denominagdo pois foram
isoladas e determinadas pela primeira vez em fluido seminal de peixe (SARKADI,
2009).
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4.2.2 Formagao de aminas biogénicas

As aminas biogénicas podem ter origem enddgena, quando formadas nos
proprios organimos, ou exbdgena, quando formadas nos alimentos a partir da
descarboxilagdo de aminoécidos livres especificos. Algumas aminas podem ser
formadas por ambas as vias biossintéticas, no entanto, nos alimentos, a
descarboxilagéo microbiana constitui a principal via de formag&o.

A producdo de aminas biogénicas nos seres vivos é necessaria pois elas
participam de diversas funcdes metabolicas e fisiolégicas. Durante o metabolismo
normal 0s seres vivos sintetizam aminas biogénicas através da descarboxilagdo de
aminoacidos livres especificos, pela hidrolise ou decomposicdo térmica de
compostos nitrogenados e pela aminagcao e transaminagcéo de aldeidos e cetonas
(SARKADI, 2009).

Em uma grande variedade de alimentos e bebidas que contém proteinas ou
aminoacidos pode ocorrer a formagcdo de aminas biogénicas, entre eles destacam-se
peixes, carnes, vinhos, queijos, vegetais e alimentos fermentados (DOEUN;
DAVAATSEREN; CHUNG, 2017; SENTELLAS; NUNEZ; SAURINA, 2016). Nesses
produtos a formacao das aminas é promovida, principalmente, pela descarboxilacéo
enzimatica microbiana de aminoacidos livres especificos, ou seja, pela remoc¢éo de
um grupo a-carboxil do aminoacido para dar origem a amina correspondente
(SARKADI, 2009). Os microrganismos com atividade descarboxilase podem estar
naturalmente presentes no alimento, podem ser intencionalmente inseridos em
alguma etapa do processamento do alimento (como para a obtencdo de produtos
fermentados) ou podem ser um contaminante resultante da adocdo de condi¢bes
higiénicas inadequadas durante sua producdo, processamento ou armazenamento
(SPANO et al., 2010). A natureza e origem do alimento, os aminoacidos livres
disponiveis, 0s microrganismos com atividade descarboxilases sobre esses
aminoacidos, as etapas envolvidas no seu processamento, o pH do meio, a
temperatura, a presenca de coenzimas e vitaminas, a tensdo de oxigénio e a
concentracdo de carbonatos fermentaveis séo fatores que determinam a quantidade
e o tipo de aminas que serdo formadas (ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS, 2014). Em
condicdes higiénicas insatisfatorias e em condi¢cbes de stress, como alteragdo de
temperatura, diminuicdo de disponibilidade de 4gua e deficiéncia de minerais, ocorre

um aumento da atividade microbiana, o que favorece a formacao e acumulagcao de
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ABs (SPANO et al., 2010). A concentracao de ABs nos alimentos pode ser, portanto,
um importante indicador quimico do grau de degradacdo e qualidade do alimento
(CHONG et al., 2014; CUSTODIO; THEODORO; GLORIA, 2016; GALGANO et al.,
2009; HERNANDEZ-JOVER et al., 1997; LAZARO et al., 2015; TRIKI et al., 2018;
VINCI; ANTONELLI, 2002; WOJNOWSKI; NAMIESNIK; PLOTKA-WASYLKA, 2019).

Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella, Proteus, Achromobacter,
Pseudomonas, Streptococcus, Propionobacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Enterococcus, Carnobacterium, Pediococtus, Lactococcus e Leuconostoc sao alguns
dos microrganismos com atividade descarboxilase que podem produzir ABs nos
alimentos (GARDINI et al. 2016). A descarboxilacdo de aminoacidos € um
mecanismo que 0S microrganismos utilizam para sobreviverem em ambientes
acidos, e é favorecida em pH com valores entre 2,5 a 6,5. Com o consumo dos
prétons fornecidos pelos aminoacidos, a formacgéao de aminas e liberacdo de CO., o
pH interno é restabelecido e assim 0s microrganismos garantem a sua
sobrevivéncia. A descarboxilagdo fornece também uma forma de obtencdo de
energia para microrganismos que possuem uma cadeia respiratoria deficiente, pois
durante a formacdo de aminas ocorre também uma elevada producdo de
adenosinatrifosfato (ADP). Como a formacdo de ABs depende da acdo de enzimas
descarboxilases, a temperatura é um fator de grande importancia no processo. Em
temperaturas inferiores a 30 °C as decarboxilases estdo mais ativas, na faixa de
temperatura de 0 a 10 °C a atividade descarboxilase depende da microbiota
presente, e acima de 40 °C estéo inativadas (SPANO et al., 2010).

Muitas das ABs sédo formadas diretamente a partir de aminoacidos
percursores através de enzimas descarboxilases, como metilamina (MET),
dimetilamina (DIM), etilamina (ETI), 2-feniletilamina (FEM), isopentilamina (ISO),
cadaverina (CAD), histamina (HIM) e tiramina (TIM), ja outras, como a putrescina
(PUT), espermidina (SPD) e espermina (SPM), seguem vias biossintéticas que
dependem de varias etapas e enzimas. O caminho que a reacdo ir4 seguir é
influenciado pelos microrganismos presentes, enzimas que eles contém e o nicho
ecolégico que o organismo pertence. A Figura 2 ilustra as principais vias de
formacdo das aminas biogénicas e respectivas enzimas envolvidas nesse processo.

A formacéo da putrescina pode ocorrer por varios caminhos de reacdo, como
ilustrado na Figura 3. Diretamente a putrescina pode ser formada pela

descarboxilacdo da ornitina, pela ornitina descarboxilase, e pela agmatina (AGM),
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em reacdo catalisada pela agmatinase. A agmatina também pode seguir um
caminho de reacdo em que atua como percursora indireta para a formacédo de
putrescina, assim como a arginina e citrulina. A arginina é transformada em ornitina
pela acédo da arginase e, em seguida, a ornitina descarboxilase catalisa a conversao

bY

da ornitina a putrescina. A arginina também pode ser convertida a citriluna pela
arginina deaminase e, posteriormente, a ornitina, pela carbamoil-ornitina transferase.
Outra enzima que pode atuar sobre a arginina é a arginina descarboxilase que
catalisa a formagédo da agmatina. O caminho indireto de formac¢do de putrescina
através da agmatina envolve a agmatina imunohidrolase, que catalisa a conversao
de agmatina em N-carbamoilputrescina, convertida entdo a putrescina pela acéo da

N-carbamoilputrescina amido hidrolase (BENKERROUM, 2016).
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Figura 2 — Principais rotas blossmtetlcas para a formacao de aminas biogénicas
Fonte: Adaptada de Francisco et al. (2020).

A putrescina, por sua vez, € um intermediario obrigatorio para a formacao de
espermidina e espermina. A espermidina é formada pela adicdo de um grupo

aminopropil a putrescina, em uma reacdo catalisada pela enzima espermidina

sintase e pela S-adenosilmetionina descarboxilase. Um grupo metionina é convertido
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a S-adenosilmetionina e, através da S-adenosilmetionina descarboxilase, forma a S-
adenosilmetionina descarboxilada, que fornece um grupo propilamina a putrescina
através da espermidina sintase e forma a espermidina. A transferéncia de outro
grupamento propilamina a espermidina através da espermina sintase forma a
espermina (BENKERROUM, 2016).
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Figura 3 — Principais rotas biossintéticas para a formacao de putrescina
Fonte: Elaborada pela Autora (2019).

4.2.3 Papel fisiologico das aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo sintetizadas de forma natural pelas células pois
desempenham importantes papéis fisiologicos e metabdlicos nos seres vivos
(SPANO et al., 2010). No organismo humano atuam como reguladoras da secrecao
gastrica, da temperatura corporal, do sistema nervoso central e periférico e da
pressdo sanguinea. Também sdo fontes de nitrogénio para 0 organismo e
essenciais para o crescimento e proliferacdo celular, biossintese de acidos nucléicos
(DNA e RNA), proteinas e horménios (SARKADI, 2009). Histamina, serotonina e
dopamina, por exemplo, sdo psicoativas e atuam no sistema nervoso e no sistema
vascular, como vasoconstritoras ou vasodilatadoras. Tiramina, 2-feniletilamina,
triptamina (TRI) e dopamina sdo reconhecidas por constrigir o sistema vascular e
causar um aumento na pressao arterial, enquanto a histamina atua como um
vasodilatador e diminui a pressado arterial. A histamina também atua como um

mediador quimico e neurotransmissor, tem fundamental importanica na resposta
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alergénica, nos processos de inflamacédo, na regulacdo do sono e no controle das
secrecOes estomacais (FEDDERN et al., 2019).

As poliaminas, espermidina e espermina Sao essenciais no crescimento e
proliferacdo celular, na sintese de DNA, RNA e proteinas, na regulacdo hormonal e
na estabilizacdo das fun¢des dos cromossomos e membranas. Essas moléculas sao
polications com 4 cargas positivas na espermina e 3 na espermidina e tem alta
afinidade com outros compostos idnicos. Essa caracteristica permite que inibam a
oxidacao de acidos graxos poli-insaturados e estabilizem radicais livres in vitro, se
associem com componentes da membrana celular eletricamente carregados, como
os fosfolipideos, atuando na permeabilidade e estabilidade da membrana. Também
atuam como reguladoras da estabilidade da dupla hélice de DNA, na iniciacdo e no
controle da translacdo, estimulando a associacdo de subunidades do ribossomo,
estabilizam a estrutura do RNA transportador e reduzem a taxa de degradacéo do
RNA. Além disso, também possuem grande importancia na manutencao da atividade
metabdlica do trato digestivo. As poliaminas ndo sdo associadas ao surgimento de
cancer, porém podem causar aceleracdo do crescimento de tumores (FEDDERN et
al., 2019).

4.2.4 Efeitos toxicos das aminas biogénicas

Embora muitas aminas tenham funcdes biolégicas fundamentais, 0 consumo
de alimentos e bebidas que contém elevadas concentracdes de ABs pode ser
prejudicial e causar efeitos toxicologicos a saide humana (AL BULUSHI et al., 2009;
EFSA, 2011). No trato gastrointestinal humano estdo presentes aminoxidases, como
monoaminaoxidase (MAQO), diaminaoxidase (DAO) e poliaminaoxidase (PAO), que
catalisam a degradacdo das aminas e auxiliam a destoxificar rapidamente o
organismo, portanto, a ingestdo de baixas concentracdes de ABs ndo é considerada
uma ameaca preocupante a saude humana (SARKADI, 2009). A histamina, por
exemplo, pode ser degradada por dois principais caminhos de reacéao,
representados na Figura 4. Em um deles, a histamina é oxidada a imidazol
acetaldeido pela DAO e transformada em &cido imidazolacético. No outro caminho,
a histamina é metilada pela histamina N-metil transferase, formando uma N-metil-
histamina, que é oxidada pela MAO a N-metil-imidazol acetaldeido e, a seguir,

bY

oxidada a a&cido N-metil-imidazolacético. Os produtos da reacdo sdo entdo
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eliminados pelo organismo pela urina. Entretanto, quando altas concentragbes de
ABs sdo ingeridas e entram no sistema circulatério, ou quando o sistema de
desintoxicacdo € deficiente, provocam diversos efeitos adversos no organismo. A
intoxicacdo alimentar mais frequente relacionada a aminas é causada pela
histamina, que ocasiona uma vasodilatacdo, diminuicdo da pressdo sanguinea,
erupcoes cutaneas, cefaléia intensa, tontura, dores abdominais, sensacao de ardor
na boca e garganta e dificuldade de degluticdo (AL BULUSHI et al., 2009; FENG,;
TEUBER; GERSHWIN, 2016; PRESTER, 2011).
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Figura 4 — Reacao de degradacéo da histamina
Fonte: Adaptada de Gldria (2005).

s

As elevadas temperaturas as quais um alimento € submetido durante o
cozimento sdo capazes de destruir a bactéria responsavel pela formacédo das
aminas biogénicas, porém esse processo nhao destroi o agente toxico, de forma que
0 consumo desse alimento ainda constitui um fator de risco a saude (SARKADI,
2009). A intoxicacdo por histamina esta relacionada, principalemte, a peixes e frutos
do mar que possuem elevada concentracdo de histidina nos tecidos musculares,
uma vex que,, em um ambiente favoravel a atividade enzimética microbiana, a
histidina sofre descarboxilacéo e origina a histamina (AL BULUSHI et al., 2009; FAN
et al., 2016). Os peixes com predisposi¢cao a apresentarem elevadas concentracfes
de histamina sdo chamados de peixes escombrideos, por pertencerem a familia
Scombridae, e seu consumo pode causar uma intoxicacdo alimentar chamada de
intoxicacdo escombroide. A intoxicacdo escombroéide causa sintomas como diarréia,
urticéria, vémito, febre e dificuldade respiratéria (PRESTER, 2011). Algumas aminas,
principalmente cadaverina e putrescina, apesar de ndo possuirem efeitos toxicos
diretos, em altas concentragdes causam a inibicdo das enzimas metabolizadoras de
histamina, a diamina oxidase e a histamina metil transferase, e potencializam a
intoxicagéo por histamina (AL BULUSHI et al., 2009; SARKADI, 2009).
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A tiramina € a segunda amina mais reportada em casos de intoxicacbes
alimentares. Em elevadas concentracdes, a tiramina libera noradrenalina no sangue
e causa um aumento da pressdo sanguinea, além de sintomas como enxaqueca,
hemorragia intracraniana, febre e vomito. A eficiéncia do sistema de desintoxicagao
de ABs depende das caracteristicas genéticas de cada individuo, além disso alguns
medicamentos, como antidepressivos e blogueadores neuromusculares, drogas e
alcool inibem a acdo das aminoxidases e potencializam os efeitos toxicologicos de
histamina e tiramina no organismo (SPANO et al., 2010).

Altas ingestdes de triptamina e 2-feniletilamina também s&o conhecidas por
provocarem sintomas parecidos com os causados pela ingestdo de tiramina. Essas
aminas podem apresentar concentracdes elevadas em queijos, que é o principal
alimento associado a esse tipo de intoxicagao.

As poliaminas, espermidina e espermina, ja foram associadas a crescimento
de tumores e para pacientes em tratamento oncolégico recomenda-se seguir uma
dieta restrita nessas aminas (FEDDERN et al., 2019).

Outro efeito adverso a saude humana associado ao consumo das aminas
biogénicas esta relacionado a alimentos processados, como carne e embutidos. Na
producéo desses alimentos costumam ser adicionados sais de nitratos e nitritos com
0 objetivo de promover a coloracdo e aroma desejados no alimento, retardar a
oxidacdo lipidica e inibir a proliferacdo de microrganismos como Clostridium
botulinum, género de bactéria que transmite botulismo (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-
COLMENERO, 2004). Apesar das vantagens, o nitrito € uma substancia que em
produtos carneos sofre muitas reacbes e por isso seu uso € limitado ao valor
maximo de 150 mg kg* (HONIKEL, 2008). No ambiente acido estomacal, o nitrito
pode ser convertido para o agente de nitrosacdo NO* e reagir com as aminas
biogénicas, formando N-nitrosaminas, que sdo compostos carcinogénicos (DRABIK-
MARKIEWICZ et al., 2011; MEY et al., 2014). Cadaverina, putrescina, metilamina e
as poliaminas, espermidina e espermina, podem atuar como percursoras de
nitrosaminas carcinogénicas (PRESTER, 2011; WUNDERLICHOVA et al., 2014). A

Figura 5 exemplifica a formacao de nitrosaminas a partir de aminas secundarias.
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Figura 5 — Formagé&o de nitrosaminas
Fonte: Elaborada pela Autora (2019).

4241 Efeitos toxicoldgicos de aminas em animais

Caes compartilham o mesmo habitat e muitas vezes o mesmo alimento ou
tipo de alimentagdo que os humanos. A microbiota bacteriana dos cachorros contém
uma grande variedade de microrganismos metabolicamente ativos que tem grande
influéncia na saude do animal. Essa microbiota é capaz de fermentar carboidratos e
proteinas complexas e produzir multiplos produtos. O tipo e quantidade de produtos
formados depende das espécies da microbiota e dos substratos disponiveis para
serem consumidos pelos microrganismos (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Fruto-oligossacarideos, como oligofrutose e inulina, sdo exemplos de
constituintes destinados a suplementacédo alimentar canina que possuem algumas
propriedades funcionais e nutricionais, podem alterar beneficamente a populacéo
microbiana no intestino e ajudam na prevencao de bactérias patogénicas. Pouco se
conhece, porém, sobre a concentracao ideal de fructantes para a suplementacéo da
alimentacao canina em face a aumentar os efeitos benéficos e minimizar os efeitos
adversos. Propst et al. (2003) observou um aumento nas concentracbes de
cadaverina, putrescina e espermidina nas fezes de cades alimentados com
suplementacao a base de oligofrutose. Este resultado indica que a suplementacao
com oligofrutose causou um aumento na concentracdo de aminas biogénicas no
intestino. O aumento dessas substancias estimula o processo de crescimento
celular. Quando a proliferacdo de células é requerida, a presenca de poliaminas é
benéfica, entretanto, quando ja esta adequada, a adicdo de poliaminas no
organismo pode provocar efeitos adversos a saude, como estimular a producéo de
tumores e aumentar a incidéncia de cancer de colon (PROPST et al., 2003).

DelValle e Yamada (1990) observaram que o consumo de ETI, FEM e TRM
causou um aumento de secrecfes gastricas acidas em cades. A estimulacdo a
ocorréncia dessas secre¢fes pode ocorrer devido a interacdo de constituintes do
alimento com componentes do estbmago e estudos sugerem que as aminas

biogénicas podem ser um de seus principais estimulantes.
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A histamina € uma substancia vasoativa que tem capacidade de causar
efeitos diretos na alteragdo da permeabilidade nos vasos sanguineos da circulagédo
pulmonar e branquial em diversas espécies. Pietra et al. (1971) administraram 0,1 a
100 pg de histamina de forma intravenosa em cachorros e observaram um aumento
de vazamento nos vasos sanguineos dos bronquiolos conforme aumentava a dose
de histamina injetada. Apds a injecdo, também foi observado um efeito de grande
broncoconstricdo das vias aéreas, o que pode contribuir para a producédo de edemas
peribronquiais. Owen (1975) injetou histamina de forma intravenosa em gatos e
observaram diminui¢cao da pressao sanguinea apoés injecao.

A espermina tem uma resposta semelhante a prostamina na coagulacéo
sanguinea, ambas em elevadas concentracbes atuam como anticoagulantes. Tabor
e Rosenthal (1956) adicionaram quantidades entre 0,6 e 2,4 mg de espermina a
1 mL de sangue canino e observaram uma crescente diminuicdo na coagulacéo
sanguinea. Estudos realizados em animais anestesiados observaram uma
diminuicdo da pressdo sanguinea apOs injecdo intravenosa de espermina e
diminuicdo de batimentos cardiacos e respiratérios com adi¢cdo de doses superiores
a 0,1 mM kg (TABOR; TABOR, 1964).

4.2.5 Produtos alimentares que contém aminas biogénicas

Nas matrizes alimentares, as aminas biogénicas sao encontradas,
principalmente, em produtos como queijos, carnes curadas, peixes e vinhos.
Alimentos fermentados e bebidas tem grande probabilidade de acumular
concentracfes elevadas de aminas biogénicas e muitos sdo os fatores que
favorecem sua formacdo nesses produtos. O tipo de alimento, a tecnologia
empregada na sua producdo e as condicbes higiénicas que acompanham seu
processamento e armazenamento sdo 0s principais fatores que influenciam a
ocorréncia e acumulacdo das aminas biogénicas (SPANO et al., 2010). As aminas
gue aparecem com maiores frequéncias nas matrizes alimentares sdo histamina,

tiramina, putrescina, cadaverina, espermidina e espermina.
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4.25.1 Aminas biogénicas em peixes

O contetdo de ABs em peixes varia muito de acordo com a espécie e origem
do peixe e é influenciado pela flora microbiana encontrada em seu ambiente
aquatico (CHONG et al., 2014; SHAKILA; VIJAYALAKSHMI; JEYASEKARAN, 2003).
Antes da etapa de adicdo de conservantes aos alimentos também pode ocorrer
formacdo de ABs, portanto, mesmo produtos que receberam esses aditivos podem
apresentar teores altos de ABs (BILGIN; GENCCELEP, 2015). A maior parte dos
trabalhos sobre determinacdo de ABs em peixes sao realizados em regides de clima
temperado, em comparacdo com regides tropicais, e utilizam espécies de peixes
como atum, cavalinha, sardinha e anchova (SHAKILA; VIJAYALAKSHMI;
JEYASEKARAN, 2003).

Muitos autores observaram SPD e SPM como as aminas predominantes em
peixes frescos, uma vez que esses sdo compostos que desempenham importante
papel no crescimento celular (CHONG et al., 2014; VECIANA-NOGUES; MARINE-
FONT; VIDAL-CAROU, 1997). A PUT é a amina que aparece com maior frequéncia
nas amostras de peixe analisadas por diversos autores (BILGIN; GENCCELEP,
2015; PRESTER, 2011; ZHAI et al., 2012).

Atum, cavala, barrilete e bonito estdo entre as espécies onde maiores
concentracfes de HIM foram observadas, fator atribuido a alta concentracdo de seu
aminoacido percursor, histidina, nos musculos desses peixes, chamados de peixes
escombrideos (PRESTER, 2011; SARKADI, 2009). A HIM é encontrada com pouco
frequéncia em peixes frescos, porém sua concentracdo tende a aumentar conforme
ocorre progresso da deterioracdo (PRESTER, 2011).

Klausen e Lund (1986) observaram concentracfes semelhantes de HIM
acumulada durante um periodo em uma espécie de peixe escombrideo (cavalinha) e
em uma espécie de peixe ndo escombrideo (arenque), porém maiores
concentracfes de CAD foram observadas na cavalinha, concluindo que apesar de
haver concentracbes semelhantes de HIm entre as duas espécies, 0S peixes
escombrideos tem uma maior associacdo com incidentes de intoxicacdo alimentar,
pois a CAD tem capacidade de potencializar os efeitos téxicos da HIM.

Chong et al. (2014) detectaram concentracdes consideraveis de ABs ap0s um
periodo de 16 horas em amostras de cavala armazenadas a temperatura ambiente.

CAD e HIM comecaram a se acumular previamente as outras aminas, apos 12 horas
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de armazenamento. Com excecdo de SPM e SPD todas as ABs apresentaram um
aumento de concentracdo apds transcorridas entre 16 e 20 horas de
armazenamento. SPM e SPD apresentaram flutuacées na concentracdo durante o
periodo de armazenamento. Apds 20 horas armazenadas a 25 °C, a cavala continha
uma concentracdo total de ABs de 1064 mg kg'l. Em amostras de cavala
armazenadas a 0 °C foi observado aumento de CAD apés 4 dias, de PUT e TIM
entre 12 e 14 dias e de SPD apés 16 dias, enquanto a SPM nao apresentou
variagao na sua concentracao sob esta condicdo de armazenamento.

Shakila, Vijayalakshmi, e Jeyasekaran (2003) analisaram as concentracdes
de HIM de peixes das espécies cavala, peixe imperador, robalo, xareu e barracuda
armazenados a temperatura de 32 °C. ApoOs 9 horas teve inicio a formacéo de HIM
nas espécies cavala, sardinha e barracuda. No xareu, a HIM comecou a ser formada
apos 12 horas; no rabalo, apés 15 horas e no peixe imperador, apos 18 horas. A
maior concentracdo de HIM apos 24 horas foi observada na cavala, com valores
acima de 100 mg kg™.

Veciana-Nogues, Mariné-Font e Vidal-Carou (1997) analisaram as variacoes
das ABs em atum armazenado sob diferentes temperaturas. SPD e SPM foram as
aminas predominantes nas amostras de peixe fresco analisadas. DIM permaneceu
constante durante o periodo de armazenamento a apresentou concentragbes
meédias semelhantes nas diferentes temperaturas de armazenamento, com valores
de 1,1 mg kgta0°C e 1,6 mg kg? a 20 °C. A concentracédo de DIM é influenciada,
principalmente, pela atividade enzimatica nos musculos do peixe e nado pelo
crescimento de atividade microbiana (VECIANA-NOGUES; MARINE-FONT; VIDAL-
CAROU, 1997). As concentracdes de SPD também permaneceram constantes
durante o periodo analisado, com valor médio de 5,44 mg kg*. A SPM decresceu de
um valor inicial de 14,6 mg kg™ para 10,2 mg kg apés 21 dias a 0 °C, 10,9 mg kg
apo6s 9 dias a 8 °C e 12,2 mg kgt apds 4 dias a 20 °C. FEM foi observada depois de
2 dias em amostras armazenadas a 20 °C e ap6s 7 dias nas amostras armazenadas
a 8 °C. O acumulo de CAD foi maior do que o acumulo de PUT ao longo do periodo
e foi observada uma diminuicdo de CAD e PUT depois de 3 dias a 20 °C, quando os
peixes ja estavam em um grau de deterioragcdo avancado. A HIM foi a amina
predominante ao final do periodo de estudo em todas as temperaturas utilizadas.

Bilgin e Gencclep (2015) analisaram as concentracbes de ABs em peixes

enlatados, como atum, sardinha, cavala e anchova marinada. Os maiores valores de
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HIM, PUT e TIM foram observados no atum enlatado, com concentragdes de 110,3;
116,5 e 48,6 mg kg, respectivamente, enquanto CAD foi observada em maior
concentracédo na sardinha, com 122,2 mg kg™

Estudos realizados com peixes do rio Amazonas apresentaram pacu como a
espécie com a maior variedade de ABs, com SPM, SPD, AGM, TIM, PUT e CAD,
com uma concentracgédo total de 2,5 mg kg, e a sardinha com as menores, com um
total de 0,8 mg kg de SPM, SPD e CAD. A presenca e concentracdo das aminas
foram influencidas pelas espécies de peixe, local e época de pesca. Durante a
época de chuvas os peixes apresentaram concentracdes maiores de aminas. A
concentragao de tiramina em curimata indica um risco de intoxicacao para pacientes
sob tratamento com inibidores de MAO (SOARES et al., 2021).

4.2.5.2 Aminas biogénicas em carnes

Em carnes frescas, SPD e SPM sédo as principais ABs presentes, outras
aminas, principalmente TIM, PUT e CAD, atingem concentracdes significativos
conforme aumenta a atividade de descarboxilagdo microbiana dos correspondentes
aminoacidos precursores dessas aminas (PAPAGEORGIOU et al.,, 2018). Carne
vermelha e produtos a base de carne séo a principal fonte de exposicdo na dieta
humana a SPM. Informacfes a respeito das alteragcbes na composicdo de SPD e
SPM durante o armazenamento sao inconsistentes, entretanto, geralmente é
reportado que ocorre uma diminuicdo desses compostos com o tempo. Os
processamentos empregados na preparagdo de carnes, como cozimento,
defumacao ou fermentacao influenciam na formacao de ABs (JAIRATH et al., 2015;
OZOGUL; HAMED, 2018).

Nos alimentos processados a base de carne, quantidades consideravelmente
mais elevadas de ABs podem ser encontradas, pois 0s microrganismos utilizados
para promover etapas do processamento contribuem para sua formacéo e acumulo
(JAIRATH et al., 2015; OZOGUL; HAMED, 2018). Os estudos de determinacdo de
aminas biogénicas sao realizados, principalmente, nos produtos processados, como
salsichas (JAIRATH et al., 2015). TIM, CAD, PUT e HIM sao as aminas mais comuns
encontradas nessa matriz alimentar (LAZARO et al., 2015).

Sorbato de potassio, acido ascoérbico, nitrito de sédio ou nitrato de sédio séao

aditivos frequentemente utilizados em produtos carneos e séo relatados na literatura
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como retardadores de formacdo de ABs (NAILA et al., 2010). Esses sais também
sdo usados no processamento dos alimentos com o objetivo de promover a
coloracdo e sabor desejados e retardar a oxidacao lipidica (JAIRATH et al., 2015).
Os sais de nitrato e nitrito s&o um dos mais utilizados e no ambiente estomacal
podem reagir com as ABs, formando N-nitrosaminas, que sSao compostos
carcinogénicos (MEY et al., 2014). Assim, mesmo que a intoxicacao por HIM seja
menos comum em carnes em comparagao com peixes, a presenca de AB na carne
também é preocupante devido ao potencial para formar nitrosaminas carcinogénicas
em produtos onde nitratos e nitritos foram adicionados como conservantes (AL
BULUSHI et al., 2009; SPANO et al., 2010).

ABs foram determinadas em diferentes tipos de carne com os valores mais
altos para HIM, TIM e CAD de 200, 320 e 790 mg kg, respectivamente (JAIRATH et
al., 2015). As principais ABs encontradas em carne branca de frango e carne
vermelha bovina foram TIM e CAD, com valores de TIM alcancando 230 mg kg
(FEDDERN et al., 2019; VINCI; ANTONELLI, 2002). Salsichas a base de carne de
peru, cavalo e boi tiveram concentracdes totais de ABs de 730, 130 e 500 mg kg,
respectivamente (LORENZO; MUNEKATA; DOMINGUEZ, 2017). Em carnes frescas,
SPM foi detectada com concentragées de 27 mg kg em carne bovina e 67 mg kg
em carne suina, enquanto outras aminas nao foram detctadas ou tiveram

concentracdes menores do que 10 mg kg (JAIRATH et al., 2015).

4.25.3 Aminas biogénicas em alimentos destinados a animais

A industria de alimentos destinados a animais domeésticos utiliza
tradicionalmente uma grande variedade de fontes de proteinas, que incluem carnes,
0ssos, produtos derivados de aves de capoeira e produtos de soja (FAHEY JR,
2004). Muitos dos ingredientes utilizados na fabricacdo desses alimentos séo
classificados como subprodutos animais e demandam uma grande quantidade de
processamento antes de serem adicionados aos produtos destinados para
alimentacao animal (FOLADOR et al., 2006). O manuseamento e armazenamento
incorreto desses produtos em diferentes etapas de seu processamento ou
antecedentes a ele podem levar a formacéo de aminas biogénicas.

Durante o abate de animais sdo produzidos diversos subprodutos que néo

sdo adequados para a alimentagcdo humana pois contém uma quantidade elevada
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de microrganismos. Esses subprodutos representam um potencial risco a saude de
animais alimentados por eles, e também de humanos que consumirem esses
animais, e devem passar por um processamento adequado para que sejam
considerados seguros para a alimentagdo animal. Usualmente os subprodutos sao
preservados por meio de fermentagdo com bactérias acido lacticas. Esse processo é
realizado com adicdo aos subprodutos de quantidades suficientes de carboidratos,
reducdo da pressdo e rapida multiplicacdo das culturas de iniciacdo, promovendo
suficiente producdo de &cido lactico. A silagem produzida por esse processo € um
produto comum utilizado na alimentacao destinada a animais de estimacao e porcos,
por meio da mistura de peixes, subprodutos carnivoros, carboidratos e culturas
microbianas de iniciacdo (URLINGS; BIJKER; VAN LOGTESTIJN, 1993).

No processo de industrializacdo de produtos de pesca ocorre muito
desperdicio de alimentos, que por serem ricos em proteinas e lipidios podem ser
utilizados para nutricio humana e animal. Muitos subprodutos de pesca e de
processamento de frutos do mar séo transformados em silagem de peixe, por meio
de fermentacdo com culturas bacterianas e uma fonte de carboidratos ou por acidos
organicos e inorganicos, e destinados para producdo de alimentacdo animal
(OZYURT et al., 2016). O baixo pH e as condicGes fisicas da silagem de peixe, como
guantidades consideraveis de aminoacidos livres e enzimas descarboxilases
bacterianas, levam a uma baixa concentracdo de oxigénio dentro do peixe e
proporcionam um ambiente favoravel a acumulacdo de aminas biogénicas
(DAPKEVICIUS et al., 2000). Ozyurt e colaboradores (2016) compararam as
concentracfes de ABs em peixes crus e na silagem produzida por eles apés um
periodo de armazenamento de 60 dias. Em silagens produzidas por fermentacéao foi
observado um aumento nas concentracdes de CAD e PUT, que atingiram 102,2 e
181,3 mg kg?'. TIM apresentou um aumento nas silagens produzidas por
fermentacdo e por acidificacdo, mas o aumento na silagem fermentada foi maior,
atingindo 355,3 mg kg na primeira e 102,7 mg kg na segunda.

HIM, PUT e CAD foram medidas em subprodutos de aves domésticas, que
foram misturados com 10 % de acucar de beterraba, 0-2 % de dextrose e inoculados
com L. plantarom e E. faecium, depois de 21 dias do inicio da fermentacdo mantida
em 15 °C. Observou-se que a concentracdo das ABs apresentou grande aumento
apos a fermentacdo e que a adicdo de dextrose 2 % reduziu as quantidades de

aminas, porém o0s niveis continuarem elevados, sendo 0s maiores valores
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observados quando o meio foi inoculado com bactéria, correspondendo a 53, 435 e
622 mg kg! para HIM, CAD e PUT, respectivamente (URLINGS; BIJKER; VAN
LOGTESTIJIN, 1993).

4.2.6 Limites regulatérios de aminas em alimentos

Como ainda existem poucas informacfes a respeito dos efeitos toxicoldgicos
das ABs na saude humana e esses efeitos dependem de mecanismos de
desintoxicacdo individuais e da presenca de compostos moduladores, € dificil
estabelecer limites legais para as concentracbes de aminas permitidas nos
alimentos. A HIM, por ser mais reconhecida em casos de intoxicagao alimentar, é a
Unica dentre elas que tem um limite regulatério estabelecido para consumo humano,
porém esse limite varia de acordo com o pais e legislacdo adotada. A Food and
Drugs Administration (FDA) estabelece os limites de HIM em peixes escombrideos
em 50 mg kg, jA a Comunidade Européia, o Canada e o Brasil aceitam valores de
até 100 mg kg para peixes dessa categoria. Na Austrdlia, os valores admitidos sédo
de até 200 mg kg e a China permite valores entre 200 e 400 mg kg. Alguns paises
também sugerem limites para a presenca de HIM em bebidas alcodlicas, sendo esse
valor de 2 mg L na Alemanha, 3,5 mg L na Holanda, 8 mg L' na Franca e 10 mg
L na Suica e na Australia (ZHANG Y. et al., 2019).

Para as demais aminas, apesar de nao existirem legislacbes especificas,
recomenda-se que a concentracdo de TIM esteja entre valores de 100 e
800 mg kg*?, de FEM até 30 mg kg! e que a concentrecdo de aminas totais nos
alimentos ndo exceda 1000 mg kg e esteja abaixo de 40 mg por refeicdo (BILGIN;
GENCCELEP, 2015; TEN BRINK et al., 1988). No entanto, valores de 3 mg de TIM e
FEM ja foram reportados como possiveis de causar efeitos adversos em individuos
mais suscetiveis (BILGIN; GENCCELEP, 2015; TEN BRINK et al., 1988).

O Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis (NOAEL, do inglés No Observed
Adverse Effect Level) para a histamina € de 25 a 50 mg por pessoa por refeicéo, e
para a tiramina € de 600 mg por pessoa por refeicdo para individuos quem nao faz
uso de medicamentos inibidores de MAO e de 50 mg para os individuos que fazem

uso desses medicamentos (EFSA, 2011).
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4.2.7 Aminas biogénicas como indicadores de qualidade alimentar

A maioria dos alimentos ricos em proteinas e aminoacidos, quando
submetidos a condi¢cdes sanitarias inadequadas apresentam um aumento da
atividade microbiana e, se esses microrganismos possuirem enzimas
descarboxilases, ocorrera também um aumento na concentracdo de aminas
biogénicas. Dessa forma, as aminas podem ser empregadas como parametro ou
critério de qualidade, refletindo a qualidade da matéria-prima utilizada e das
condicbes higiénicas prevalentes durante a producdo, processamento e
armazenamento do alimento (BILGIN; GENCCELEP, 2015; JAIRATH et al., 2015).
Uma vantagem na utilizacdo de aminas como critério de qualidade reside no fato
destas serem termoresistentes, permanecendo no alimento mesmo apoés tratamento
térmico. No entanto, ndo existe um forma simples de estabelecer um indice ideal
para a avaliagdo da qualidade do alimento através da concentracdo das aminas,
uma vez que sao muitos os fatores que influenciam na sua formacéo.

Diversos indices para aminas biogénicas (IAB) sdo sugeridos por alguns
autores considerando a concentracdo de determinadas ABs em diferentes matrizes
alimentares, conforme descrito no Quadro 2. Entre eles, os mais utilizados na
literatura sdo os indices sugeridos por Mietz e Karmas (1977) e por Veciana-
Nogues, Mariné-Font e Vidal-Carou (1997).

O indice para ABs de Mietz e Karmas (IABuk) € baseado no aumento de
histamina (HIM), cadaverina (CAD) e putrescina (PUT) e na diminuicdo de
espermidina (SPD) e espermina (SPM), calculadas em mg kg, de acordo com a

equacao 5.

CAD+PUT+HIM 5
[AByx = —— =2 (5)
1+SPD+SPM

Valores de IABwk abaixo de 1 indicam boa qualidade do alimento, valores
entre 1 e 10 indicam que o alimento esta no limite de qualidade e valores acima de
10 indicam alimentos de baixa qualidade e contaminados (SARKADI, 2009).

O indice para ABs proposto por Veciana-Nogues, Mariné-Font e Vidal-Carou

(IAByn) né@o considera as concentragbes de SPD e SPM para a avaliacdo da
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gualidade do alimento, mas leva em consideracao a concentracdo de tiramina (TIM),
de acordo com a equacéao 6.

6
I[AByy = CAD + PUT + HIM + TIM ©)

Na somatéria das concentragdes calculadas no IABwn, em mg kg™, valores
abaixo de 5 mg kg indicam boa qualidade do alimento, valores entre 5 e 20 mg kg
sdo considerados aceitaveis, mas indicam uma deterioracdo inicial no alimento,
entre 20 e 50 mg kg séo sinais de alimentos de baixa qualidade e valores acima de
50 mg kg indicam alimentos estragados e ndo adequados para o consumo.

Quadro 2 — indices de aminas biogénicas sugeridos por diversos autores

Produtos Aminas blog_lenlcas Referéncia
(mg kg™)
carne de vaca fresca TIM e CAD (GALGANO et al., 2009)
. (VECIANA-NOGUES; MARINE-FONT;
peixe CAD + PUT + HIM + TIM VIDAL-CAROU, 1997)
carne de porco PUT + CAD + HIM + TIM (HERNANDEZ-JOVER et al., 1997)
carne de peru CAD ou PUT + HIM + TIM (FRAQUEZA; ALFAIA; BARRETO, 2012)
carne de frango TIM + CAD (ROKKA et al., 2004)
peixe CAD + PUT + HIM (MIETZ; KARMAS, 1977)
1+ SPD + SPM
carne moida crua TIM e PUT (SAYEM-EL-DAHER et al., 1984)

Fonte: Elaborado pela Autora (2021).

4.2.8 Formas de prevenir a formacdo de aminas biogénicas nos alimentos

Para que ABs sejam formadas nos alimentos é necessario que haja
disponibilidade de aminoacidos percursores, bactérias que sintetizem amino
oxidades e condicbes favoraveis ao seu crescimento e atividade de descarboxilacéo
(TABANELLI; MONTANARI; GARDINI, 2019). O tipo de amina formada no alimento
e sua concentracdo sao influenciados pelo pH, conteddo de agua, composi¢cdo e
microbiota do alimento e também pelas condi¢cdes de tempo e temperatura de
armazenamento a que ele é submetido, que se empregadas de forma incorreta
favorecem o crescimento microbiano (SARKADI, 2009). Algumas formas de prevenir
a formacéo de ABs sao limitar ou evitar operagcoes durante a producao do alimento

gue levem a um aumento dos substratos ou a condi¢bes favoraveis ao crescimento
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dos microrganismos, empregando praticas higiénicas adequadas durante a
produgcdo e armazenamento do alimento. Medidas importantes incluem o
monitoramento da concentracdo de ABs na matéria-prima utilizada e em toda a
cadeia alimentar, assim como o monitoramento da presenga de microrganismos com
atividade descarboxilase em diferentes estagios da producédo do alimento, inclusive
no produto final. Esse monitoramento permite avaliar os fatores que mais contribuem
para a formacgdo e acumulacdo das aminas e auxilia na elaboracdo das técnicas de
correcdo que devem ser empregadas (ALVAREZ; MORENO-ARRIBAS, 2014,
TABANELLI; MONTANARI; GARDINI, 2019).

Medidas que estdo sendo aplicadas para controlar a formacéo de aminas em
produtos derivados de peixes e carnes consistem em manter a temperatura abaixo
de 5° C, adicionar aditivos e conservantes ao alimento, aplicar pressdes
hidrostaticas e irradiacéo e alterar as condi¢cdes de processamento baseando-se na
atividade da bactéria produtora de histamina. Esses métodos inibem a bactéria ou a
atividade da enzima descarboxilase e fazem com que a formacdo de aminas
biogénicas ocorra mais tardiamente. Em alimentos fermentados, outra forma de
prevenir a formacao de ABs é utilizar como cultura de iniciagdo microrganismos que
nao tenham atividade descarboxilase de aminoacidos e, dessa forma, ndo sejam
aptos a produzir aminas (GARDINI et al. 2016).

O uso de bactérias acido lacticas que degradam ABs na producdo de
alimentos fermentados também tem sido proposto como uma alternativa para
controlar o acumulo desses compostos. A atividade dessas bactérias € maxima sob
condicBes neutras e alcalinas e € dependente da disponibilidade de oxigénio.
Durante os primeiros dias de armazenamento, quando o pH esta suficientemente
alto e ainda ha disponibilidade de oxigénio dentro do produto, sua utilizacao fornece

um meio de controlar a acumulacao de histamina (DAPKEVICIUS et al., 2000).

4.2.9 Métodos de analise de aminas

A motivacdo experimental em estudar ABs esta relacionada ao papel que elas
desempenham como marcadores quimicos de deterioracdo de alimentos e ao
potencial risco que representam para a saude humana (ONAL; TEKKELI; ONAL,
2013). A analise de ABs em alimentos apresenta algumas dificuldades devido as

by pY

baixas concentracdes em que se encontram, a complexidade da matriz, a alta
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polaridade dos compostos, 0 que o0s torna mais sollveis em agua do que nos
solventes orgéanicos, a auséncia de grupos cromoéforos nesses compostos e a
ocorréncia de varias aminas simultaneamente na amostra. A determinacdo analitica,
portanto, deve ser realizada por uma técnica apropriada e de sensivel deteccéo
(MOHAMMED et al., 2016). A analise desses compostos requer etapas de pré-
tratamento da amostra, que envolve a extracdo das aminas da matriz alimentar e
sua concentracdo em niveis adequados que permitam a determinacdo analitica
(JAIN; VERMA, 2018). Os limites de deteccdo das técnicas empregadas na
determinacdo de aminas biogénicas geralmente estdo nos niveis de ppm (ERIM,
2013).

Os principais métodos analiticos para determinacdo das aminas biogénicas
incluem técnicas cromatograficas como cromatografia em camada delgada,
cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), eletroforese capilar (CE) e sensores desenvolvidos para essa
finalidade (ERIM, 2013; JAIN; VERMA, 2018; MOHAMMED et al., 2016; ONAL;
TEKKELI; ONAL, 2013). A Comissdo de Regulagdo Européia estabelece o HPLC
como técnica de referéncia para determinacdo de HIM em peixes e produtos
pesqueiros, porém o desenvolvimento de novos métodos de extracdo e andlise ou a
modificacdo dos ja existentes constituem os principais desafios analiticos para
encontrar um meétodo que permita, de forma confiavel, controlar a qualidade dos
alimentos e a eficiéncia dos processos tecnolégicos que visam diminuir a formacao

de aminas biogénicas nos alimentos.

4291 Extracdo e derivatizacao

A extracdo das aminas das matrizes alimentares é uma etapa importante do
pré-tratamento da amostra, pois ird influenciar diretamento nos parametros analiticos
do método desenvolvido, como precisdo, exatiddo, repetibilidade e recuperacéo.
Métodos comuns de extracdo incluem extracdo liquido-liquido (LLE), extracdo em
fase solida (SPE), microextracdo em fase sélida (SPME) e microextracdo em fase
liguida (LPME), como ja descritos na se¢éo 2.1.

Acidos s&o os principais solventes utilizados para a extracdo das aminas da
matriz sélida e a escolha do acido depende das caracteristicas da matriz trabalhada.

Amostras sodlidas sdao mais comumente extraidas com solventes como &cido
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perclérico (PCA), &cido tricloroacético (TCA), &cido metanossulfénico (MSA) e acido
cloridrico (HCI). Solventes orgéanicos sao utilizados para a extracdo das aminas da
solucdo &cida e para promover sua concentracdo, entre eles etanol, metanol,
cloroférmio, acetona e acetonirila ja foram reportados na literatura como solventes
de extracdo (MOHAMMED et al., 2016).

Os detectores de absorbancia na regido do ultravioleta (UV) ou de
fluorescéncia (FL) sdo os mais utilizados para a determinacédo analitica das aminas
biogénicas, porém as aminas ndo possuem um grupo cromoéforo e, portanto,
possuem baixa absor¢do natural no visivel ou ultravioleta e ndo apresentam
propriedades fluorescentes. Uma derivatizacdo quimica deve ser realizada
previamente ou posteriormente a passagem da amostra pela coluna cromatografica
para aumentar sua sensibilidade e seletividade e torna-las detectaveis por essas
técnicas (ONAL; TEKKELI; ONAL, 2013). A derivatizacdo pré-coluna também tem
como caracteristica diminuir a polaridade das aminas e aumentar a resolucdo do
pico cromatografico. Os derivatizantes variam na sua estrutura e mecanismo de
reacdo (JAIN; VERMA, 2018), conforme representado na Figura 6. Alguns agentes
derivatizantes incluem cloreto de 5-dimetilaminonaftalenosulfonila (cloreto de
dansila), cloreto de 4-dimetilaminoazobenzeno-4-sulfonila (cloreto de dabsila),
cloreto de benzoila, cloroformiato de isobutila e o-ftalaldeido (OPA).

O reagente mais utilizado para derivatizacdo de ABs é o cloreto de dansila
(DNS-CI) e ja foi reportado para analise de muitas amostras, como carnes, peixes,
cervejas e vinhos. O grupo reativo € o cloreto de sulfonila, que reage com aminas
primarias e secundarias e fornece derivatizados estaveis de sulfonamida,
melhorando assim as propriedades cromatograficas. Esse derivatizante € compativel
com detectores UV, fluorescéncia e espetrdmetro de massas (MS, do inglés Mass
Spectrometry). Na regido do UV os produtos derivatizados sdo detectados em torno
de 250 nm. Algumas desvantagens relacionadas a esse reagente sdo o longo
periodo de reacdo, de 10 a 40 minutos, e altas temperaturas, de 25 a 70 °C,
empregas para a reacdo. Além disso, o DNS-CI ndo é especifico apenas para
aminas, podendo reagir também com alcéis e fendis (JAIN; VERMA, 2018).

O cloreto de dabsila (DBS-CI) é outro reagente com grupo reativo de cloreto
de sulfonila que pode reagir com aminas primarias e secundarias. Os derivatizados

formados sdo estaveis e podem ser detectados em 446 nm. Essa reacdo é sensivel
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ao pH e deve ser realizada em pH igual a 8,2. Altas temperaturas e longos periodos
de reacao também sdo associados a esse reagente (JAIN; VERMA, 2018).

OPA comparado com outros derivatizantes reage rapidamente com as
aminas, porém apenas com aminas primarias e fornece derivatizados instaveis, e
sua utilizacdo também implica que a coluna cromatogréfica seja resistente a meios
alcalinos (ERIM, 2013). As determinacdes dos derivatizados de OPA devem ser
feitas por fluorescéncia, com excitacao (Aex) em 330 nm e emissao (Aem) €m 445 nm.

Cloreto de benzoila também é um reagente amplamente utilizado na
determinacdo de ABs. Ele reage com aminas primarias e secundarias, forma
produtos estaveis, € mais barato do que outros reagentes de derivatizacdo e as
reacdes sdo rapidas, cerca de 10 minutos. Os derivatizados podem ser detectados
por UV, poréem maiores sensibilidades sao observadas com detector de
espectrometro de massas. Uma desvantagem é que ele também reage com diversos
outros compostos, como ions amonio, aminoacidos, agucares, alcoois, polipeptideos
e polifendis que coexistem na matriz (JAIN; VERMA, 2018).

Cloroformiato de isobutila reage com aminas primarias e secundarias, €
barato e facil para se trabalhar, as reacfes podem ser realizadas rapidamente e ndo
exigem condi¢Bes especificas. Entretanto, ndo apresenta absorbancia na regiao UV
ou fluorescéncia e sua utilizacdo é indicada quando o detector disponivel € um
espectrometro de massas (JAIN; VERMA, 2018).

Um meétodo direto de preparo de amostra baseado em uma extracao liquida
assistida por salting-out (SALLE) e derivatizagdo com DNS-CI tem sido estudado
para determinacdo de ABs em algumas matrizes. SALLE foi utilizada para extracao
de TIM, PUT, TRY, FEM, MET e SPD em sucos de fruta e bebidas alcodlicas.
Utilizando MgSO4 como sal, 1-naftilisotiocianato como reagente de derivatizagdo e
acetonitrila como solvente para determinacdo analitica por HPLC-UV. As
recuperacfes obtidas ficaram entre 93 e 110 % (JAIN; GUPTA; VERMA, 2015).
SALLE também foi usada para determinar MET, ETI, DIM, FEM, PUT, CAD, HIM,
TIM, SPD e SPM em queijos com derivatizacdo com DNS-CI, utilizando NaCl como
eletrélito para promover o efeito salting-out e acetonitrila como solvente de extracao.
A deteccédo foi realizada por HPLC-FL, os limites de detecc¢éo ficaram entre 0,015
mg L (SPM) e 1,77 mg L (HIM) e as taxas de recuperacdo entre 81 % e 116 %
(RAMOS; BRANDAO; RODRIGUES, 2020). Um procedimento semelhante forneceu
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resultados satisfatorios para extragdo de ABs em vinho ap0s derivatizacado por 25
minutos (RAMOS; VALENTE; RODRIGUES, 2014).
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Figura 6 — Reagentes de derivatizagdo de aminas biogénicas mais utilizados
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

4.2.9.2 Técnicas instrumentais para determinacdo de aminas biogénicas

A técnica de analise mais usual para determinacdo de ABs é HPLC em fase
reversa com detetor de absorbancia UV, fluorescéncia (FL) ou espectrometro de
massas (MS) (ERIM, 2013; MOHAMMED et al., 2016; ONAL; TEKKELI; ONAL,
2013). No Quadro 3 estdo listados alguns trabalhos que utilizaram HPLC como
técnica instrumental para analise de aminas biogénicas em peixes e 0s detectores e
reagentes empregados pelos autores para extracao e derivatizacdo das amostras.

Eletroforese capilar também é uma técnica reportada para separacdo e
analise de aminas biogénicas. Ela permite analisar uma grande variedade de
compostos com baixos niveis de concentracdo com o minimo de pré-tratamento da
amostra (ERIM, 2013). Apresenta como principais vantagens a rapidez, alta
eficiéncia de separacéo, baixo consumo de amostra e de solventes e colunas de
separacdo mais baratas do que as utlizadas para HPLC. Entretanto, a sensibilidade
da eletroforese € menor do que na analise por HPLC. A cromatografia gasosa (GC)
€ uma técnica pouco utilizada para determinacdo de ABs em comparagdo com
HPLC e eletroforese devido a baixa volatilidade dessas aminas (MOHAMMED et al.,

2016). Para andlises por GC a principal modificagcdo que o agente de derivatizagdo
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deve promover € aumentar a volatilidade das aminas. Espectrometro de massas é o
principal detector associado a separagfes por GC (MUNIR; BADRI, 2020).

Sensores quimicos tém sido desenvolvidos para a determinacdo de ABs
como uma alternativa aos instrumentos caros utilizados nas técnicas
cromatogréficas. Os biossensores consistem em uma combinagdo de diferentes
enzimas que permitem o bio-reconhecimento das aminas biogénicas. Os
transdutores de sinal mais comuns para a construcéo de biossensores para ABs séo
sensores eletroquimicos. Os sensores desenvolvidos geralmente sdo baseados em
uma respostas de fluorescéncia promovida pela interacdo de ABs com as moléculas
do sensor (ERIM, 2013).



Quadro 3 — Andlise de aminas biogénicas por HPLC
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Tratamento

Reagente de

Fase estacionaria

da amostra derivatizacéo Fase moével (A) e (B) Detector Analitos Referéncia
TCA coluna C18 Fluorescéncia FEN, CAD, PUT,
5 % (VIv) DNS-CI A: Acetato de amonio Aex/Aem: HIS, TIR, TRI, (ZHAl et al., 2012)
B: Acetonitrila 350/520 nm SPD, SPM
HCIO. . coluna C18 » UV FEN, CAD, PUT, )
a DNS-CI A: Acetato de amonio HIS, TIR, TRI, (KOSE et al., 2012)
(0,4 mol L) B: Acetonitrila 254 nm SPD, SPM
HCIO. . coluna C18 » UV AGM, FEN, CAD, } .
A DNS-CI A: Acetato de amoénio PUT, HIS, TIR, (SIMAT; DALGAARD, 2011)
(0,4 mol L) B: Acetonitrila 254 nm TRI, SPD, SPM
coluna C18 Fluorescéncia AGM, FEN, CAD,
(7;- S'IA_'l) OPA A: Acetato de sédio/sulfonato octano Aex/Nem: PUT, HIS, TIR, (SIMAT; DALGAARD, 2011)
B: Acetonitrila 354/430 nm TRI, SPD, SPM
TCA coluna C18 FEN, CAD, PUT,
5 % (vIV) - A: formiato de aménio/4acido féormico MS/MS HIS, TIR, TRI, (SAGRATINI et al., 2012)
SPE B: Metanol SPD, SPM
HCIO4 ] UHPLC, BER coluna C18 MS/MS CAD, PUT, HIS, | (ROMERO-GONZALEZ et
(0,6 mol LY) ARSI TIR al., 2012)
B: Acido férmico
coluna C18
TCA . I uv CAD, PUT, HIS,
6 % (VIV) DBS-CI .A'. Acetonitrila 254 nm SPD, SPM (CHONG et al., 2014)
B: Agua Ultrapura
coluna C18 Fluorescéncia (SHAKILA;
HCIO4 1 OPA A: Acetonitrila Aex/Aem HIS VIJAYALAKSHMI;
(0,4 mol L) B: Agua Ultrapura 350/444 nm JEYASEKARAN, 2003)
HCIO coluna C18 Fluorescéncia AGM, FEN, CAD, (VECIANA-NOGUES;
0.4 moIAL'l) OPA A: Acetonitrila Aex/Aem PUT, HIS, TIR, MARINE-FONT; VIDAL-
' B: Agua Ultrapura 350/444 nm TRI, SPD, SPM CAROU, 1997)
coluna C18
HCIO4 ) . . a1 uv CAD, PUT, HIS, (BILGIN; GENCCELEP,
(0,4 mol LY DNS-CI A: Acetato d.e amonio _(O,l mol L) 254 nm TIR, TRI 2015)
B: Acetonitrila
s o | gD
5 % (vIv) B: Acetonitrila 254 nm SPM (HU et al., 2012)




s

Tratamento Reagente de Fase estacionaria . .
da amostra deri\?atizagéo Fase moével (A) e (B) Detector Analitos Referéncia
Dietil ) coluna C18 _ o DAD CAD, HIS, SPD,
- etéximetilenomalonato A Tampgo de acetato e azida de sodio 269, 280 e 300 | TIR, 2-FEN, PUT, (POVEDA, 2019)
B: Acetonitrila e metanol nm TRI
HCIO. coluna C18 UV CAD, HIS, TR,
(0,4 mol L) DNS-CI A': Acetonitrila 254 nm PUT, 2-FEN, (KIM; LEE; HUR, 2019)
’ B: Agua Ultrapura SPD, SPM, TIR
coluna C18 DAD ETI, CAD, PUT,
- DBS-CI A: Tetraborato de so6dio 200-600 nm HIS, 2-FEN, SPD, (MILHEIRO et al. 2019)
B: Metanol SPD, TRI
. coI(ljJna C18 ; Fluorescéncia CAD, HIS, TR,
TCA A: Acetato de sodio e ocatanosulfonato PUT, 2-FEN,
5 % (VIV) OPA de sodio 3 4372/;‘6”‘['1”1 SPD, SPM, TIR, (SOARES etal., 2021)
B: Acetonitrila AGM, SER
coluna C18
- - A: Agua Ultrapura MS/MS CS:'?’[[)) ';:DSMP%L (BERTUZZI et al., 2020)
B: Metanol ' '
coluna C18
5';'/?((\?/% DBS-CI A: Acetonitrila 19Lé\r/1m CA%’PIT\AUTF’IEPD’ (LAZARO et al., 2013)
B: Agua Ultrapura '

Fonte: Elaborado pela Autora (2022).



78

4.3 Objetivos

e Otimizar e validar os parametros analiticos da extracdo por SALLE para
determinacdo de aminas biogénicas em alimentos

e Avaliar a eficiéncia de aplicagcdo da técnica de extracdo liquido-liquido
assistida por salting-out (SALLE) para determinacdo de aminas biogénicas em
produtos alimentares de origem animal

e Extrair e isolar as principais aminas biogénicas presentes em peixes, carnes e
produtos derivados utilizando a técnica SALLE

e Identificar e quantificar as aminas biogénicas presentes nos alimentos apos
extracao por SALLE por HPLC

e Aplicar a influéncia da temperatura e do tempo de armazenamento na
formacdo de aminas biogénicas nos alimentos

e Comparar a concentracdo de aminas biogénicas observada em diferentes
produtos alimentares e avaliar as influéncias da natureza do alimento e do
processamento aplicado na sua producdo para a formacdo de aminas

biogénicas.

4.4  Parte experimental

Nessa secdo sdo descritos 0os reagentes e procedimentos realizados para
determinacdo de aminas biogénicas em produtos alimenticios com a aplicacdo da
técnica de SALLE.

4.4.1 Reagentes e solucbes

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico. Agua
deionizada (ultrapura) com resistividade minima de 18,2 MQ cm (Direct-Q sistema
de purificacdo de agua 3UV) foi utilizada para o preparo de todas as solucdes.
Reagentes de grau analitico de hidrocloreto de metilamina, hidrocloreto de etilamina,
hidrocloreto de dimetilamina, hidrocloreto de 2-feniletilamina, hidrocloreto de
isopentilamina, di-hidrocloreto de putrescina, di-hidrocloreto de cadaverina, di-

hidrocloreto de histamina, hidrocloreto de tiramina, tri-hidrocloreto de espermidina e
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tetra-hidrocloreto de espermina foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Cloreto de sadio,
acetato de amoénio e cloreto de dansila (DNS-CI) também foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Acetonitrila e acido cloridrico foram adquiridos da Fisher. Acido
acético e acido sulfanilico foram obtidos da Merck. Hidroxido de sédio foi adquirido
da PanReac AppliChem, carbonato de sédio da Neon e nitrlto de sodio da Synth.

Solucbes estoque de cada amina biogénica foram preparadas em
concentracdes de 1000 mg L' por dissolucdo de quantidades apropriadas dos
reagentes comerciais em HCI 0,1 mol L' e armazenadas a 4 °C. As solucdes de
trabalho utilizadas para a curva de calibragcdo foram preparadas por diluicdo das
solucdes estoque em HCI 0,1 mol L para concentragbes de 1,0 a 50,0 mg L para
metilamina, etilamina, feniletilamina, isopentilamina, putrescina, cadaverina,
histamina, tiramina, dimetilamina, espermidina e espermina.

A solucdo tampéao de acetato de aménio 0,01 mol L (pH 4), utilizado como
fase moével no HPLC, foi preparada por dissolucdo de quantidades apropriadas de
acido aceético glacial e acetato de amonio em agua ultrapura.

O reagente de derivatizacado utilizado foi o cloreto de dansila (DNS-CI)

preparado em concentracdes de 2,5 g L por dissolugdo em acetonitrila.

4.4.2 Amostras

Para os ensaios analiticos foram utilizadas amostras de atum em conserva
com agua, atum em conserva com azeite, sardinha em conserva com 0leo, sardinha
fresca, salsicha de peru, salsicha de frango e salsicha de porco, carne bovina (vitela)
e produtos a base de peixe e carne destinados a alimentacdo de animais
domésticos. As amostras foram adquiridas entre novembro de 2017 e junho de 2018
e em janeiro de 2021 em supermercados. ApoOs abertas, as amostras foram
trituradas em um processador de alimentos para homogeneiza-las. Nos ensaios de
otimizacdo de etapas do método, as amostras foram utilizadas logo apds serem
abertas e homogeneizadas.

Foram realizados ensaios de degradacdo sob condicdes extremas. Nesses
ensaios, apos abertas e homogeneizadas, cada amostra foi dividida em 3 grupos e
cada um deles armazenados a - 4 °C (freezer), 4 °C (geladeira) e 22 °C (sob a

bancada do laboratério) até o momento das analises, que foram realizadas com
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intervalos de 8 horas, 1 dia, 4 dias, 6 dias e 7 dias, contados a partir da abertura da

amostra. Cada andlise foi realizada em triplicata.
4.4.3 Procedimento de extracéo e derivatizagcao

O procedimento de extracdo foi realizado conforme descrito por Ramos
(2014) com apropriadas modificacdes. Para esse procedimento, 2,0 g de amostra
foram pesados em tubo Falcon de 50,0 mL, homogeneizados com 10,0 mL de HCI 1
mol L e centrifugados por 20 minutos a 7750 x g (4000 rpm). Em seguida, 2,0 mL
do sobrenadante foram transferidos para um tubo Falcon de 15,0 mL, onde foram
adicionados 2,0 mL de DNS-CI (2,5 g L) preparado em acetonitrila, para obter uma
razdo de 1:1 (v/v) entre as fases aquosa e organica, 0,80 mL de NaOH 6 mol L' e
0,13 g de NaCl. Os tubos contendo esses reagentes foram centrifugados a 7750 x g
por 1 minuto e a seguir deixados no escuro por 5 minutos para que a derivatizacédo
se completasse. Formaram-se duas fases distintas na solucédo e a fase superior foi
coletada para ser analisada por HPLC. O procedimento experimental esta
representado na Figura 7. A Figura 8 mostra uma representacdo da reacdo entre

DNS-CI e aminas.

2,0 mL de DNS-CI (2,5 g L)
0,8 mL NaOH (6 mol L)

2,0 g de amostra 0,13 g Nacl

10,0 mL de HCI 1 mol L1

sobrenadante

o

[
—

<|III|\II|].

_— = HPLC:
_ — Acetonitrila/
- - .* ! -* Acetato de
—_ i ambnio
— - (0,01 mol L)

Centrifugagdo Centrifugagdo Fase orgénica (superior)
(20 minutos, 7750 rcf) (1 minuto, 7750 rcf) Fase aquosa (inferior)
5 min ao abrigo da luz

Figura 7 — Representacdo esquematica do procedimento experimental proposto
para extracdo de aminas biogénicas
Fonte: Elaborada pela Autora (2018).
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Figura 8 — Representacdo da reacao de cloreto de dansila (DNS-CI) com aminas
Fonte: Elaborada pela Autora (2019).

OtimizacOes de tempo de reacdo de derivatizacdo, tempo de centrifugacéo,
concentragbes de DNS-Cl e NaOH foram realizadas em trabalhos anteriores e
aplicadas com apropriadas modificacdes (RAMOS; BRANDAO; RODRIGUES,
2020).

4.4.4 Analise por HPLC

A separacdo e quantificacdo dos derivatizados de aminas biogénicas foi
realizada por sistema HPLC (Jasco Corporation, Japao) composto por detectores
ultravioleta (UV) e de fluorescéncia (FL). Para a analise foram utilizadas coluna
Phenomenex Gemini Cig (150 mm x 4,60 mm, particulas com 3 pym de tamanho),
coluna guarda com as mesmas caracteristicas e fase modvel constituida por
acetonitrila e acetato de amdnio 0,01 mol L' em modo de eluigédo gradiente. A fase
movel iniciou-se com composicao de 40 % de acetonitrila, nos primeiros 35 minutos
a acetonitrila aumentou de 40 para 70 %, nos 5 minutos seguintes chegou a 100 % e
permaneceu com essa composicao até 50 minutos, de 50 a 55 minutos retorna a 40
% e por mais 5 minutos permaneceu sob essa condi¢cdo para que a coluna fosse
condicionada para a proxima andlise. O fluxo foi mantido em 0,5 mL min?t e o
volume de injecédo foi de 20 uL. A deteccédo dos derivatizados no UV foi realizada em
comprimento de onda de 254 nm e na fluorescéncia o comprimento de onda de

excitacdo (Aex) foi de 320 nm e o comprimento de onda de emisséo foi (Aem) 523 nm.
4.4.5 Ensaios colorimétricos para determinacdo de histamina
Para esse ensaio, primeiramente foi preparado o reagente sulfonato de p-

fenildiazénio com 1,5 mL de uma solugéo de &cido sulfanilico 0,9 % (m/v) em acido

cloridrico 4 % (v/v) e 1,5 mL de uma solucdo de NaNO2 5 % (m/v), essa solucéo foi
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mantida em banho de gelo por 5 minutos. Em seguida, 6,0 mL da solugcdo de NaNO:
5 % (m/v) foram adicionados e apds mais 5 minutos em banho de gelo a solucédo foi
completada com agua destilada até volume final de 50,0 mL. O reagente pode ser
utilizado para as rea¢des ap6ds 15 minutos e permanece estavel por até 12 horas.

A um béquer, foram adicionados 5,0 mL de uma solucdo de NaCOs 1,1 %
(m/v), 2,0 mL do reagente sulfonato de p-fenildiazénio e 1,0 mL de aliquotas de
solugéo padrao de histamina ou do extrato obtido. A absorbéncia da solugéo foi
determinada ap6s 5 minutos em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 496
nm.

Para a construcao da curva de calibracdo e da curva com adicdo de padréo,
foram adicionadas aliquotas de histamina com concentra¢des de 0, 5,0; 10,0; 20,0;
30,0; 50,0 e 100,0 mg L.

4.4.5.1 Ensaio colorimétrico para determinacao de histamina nas amostras de peixe

Para a construcéo da curva com adicdo de padrao e para a determinacéo de
histamina em amostras de peixe, primeiramente 1,0 g da amostra foi pesado em um
tubo Falcon. Em seguida, foram adicionados 10,0 mL de HCL 1,0 mol L%, no caso da
determinacdo nas amostras. Para a curva com adicdo de padrdo, aliquotas de
solucédo padréo de histamina com concentra¢ces de 0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0 e
100,0 mg L foram adicionadas e o volume é completado até 10,0 mL com HCI 1,0
mol L. As solucdes foram centrifugadas por 20 minutos a 2300 x g (4000 rpm). Do
sobrenadante obtido, uma aliquota de 2,0 mL foi transferida para outro tubo Falcon,
onde foi realizada uma extracao liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE) com
a adicdo de 2,0 mL de acetonitrila, 0,13 g de NaCl e 0,8 mL de NaOH 6 mol L. Essa
solucéo foi centrifugada a 2300 x g (4000 rpm) por 1 minuto. Do novo sobrenadante
formado por essa centrifugacédo, uma aliquota de 1,0 mL foi retirada e adicionada ao
reagente de sulfonato de p-fenildiazénio para realizar a reacdo colorimétrica,

conforme descrita no item 4.4.5.
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45 Resultados e Discussao

A analise dos resultados dos procedimentos experimentais empregados para
determinacdo de aminas biogénica em peixes, carnes e produtos destinados a
animais domésticos pela técnica de SALLE proposta é descrita nesta secao.

4.5.1 Otimizacdo da etapa de extracao acida das amostras

Para a extracdo das aminas biogénicas das matrizes alimentares, 10 mL de
HCI 1 mol L? foram adicionados a 2,0 g de amostra e a solucdo centrifugada a
7500 x g. Para avaliar a influéncia das condi¢cbes adotadas no processo de lixiviagao
acida da amostra foram realizados ensaios alterando o tempo de centrifugacdo e
ensaios em que uma etapa de agitacdo foi realizada previamente a centrifugacao.
Os ensaios foram realizados em triplicata em uma amostra de atum em conserva
com agua. Na Figura 9 estéo representadas as alteracdes no sinal dos derivatizados
das aminas obtidos pelo detector de fluorescéncia em procedimentos realizados com
5, 10 e 20 minutos de centrifugacdo e em procedimentos com 10 minutos de
agitacdo seguidos de 5, 10 e 20 minutos de centrifugacao.

Foi estabelecido o tempo de 20 minutos de centrifugacdo para a etapa de
lixiviacdo acida, uma vez que essa condicdo forneceu os maiores sinais para
espermidina e espemina, por essas aminas estarem presentes em quantidades
elevadas nas amostras estudadas e apresentarem uma grande variabilidade,
portanto, uma condicdo que favoreca a determinacdo dessas duas aminas € mais
vantajosa em relacdo as outras condi¢cdes. Em relacdo as outras aminas biogénicas,
a lixiviacdo acida com 20 minutos de centrifugacéo forneceu resultados comparaveis
com as demais condi¢des avaliadas, que se adotadas demandariam mais tempo ou
etapas.

Trabalhos que envolvem a determinacdo de aminas biogénicas e sao
realizados com derivatizacdo com DNS-CI, geralmente utilizam altas temperatura e
um periodo longo para a reacao (HU, 2012; JAIN, 2018; PAPAGEORGIOU, 2018;
RESTUCCIA, 2015; SPIZZIRRI, 2019). Para comparacéo do procedimento adotado
no método SALLE com outros procedimentos encontrados na literatura foram
realizadas reacfes de derivatizacdo das ABs com DNS-Cl a 60 °C durante um

periodo de 30 minutos. A repetibilidade e a recuperacdo foram testadas em seis
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amostras de concentracdes baixas, de 2 mg L, de cada AB (putrescina, cadaverina,
histamina, tiramina, espermidina e espermina) que correspondem as faixas de
concentragdo mais comumente encontradas em amostras de peixe enlatado. O
desvio padrao relativo obtido na repetibilidade das amostras analisadas por esse
procedimento foi de 11 % para espermidina, 42 % para cadaverina e 67 % para
putrescina e tiramina. A recuperagao observada foi de 7,9 % para putrescina, 9,1 %
para cadaverina, 9,9 % para espermidina e 10 % para tiramina. A espermina so
pode ser observada em uma das amostras, com uma recuperacdao de 15 %.
Histamina n&o foi detectada em nenhuma das amostras. Esses resultados
mostraram que o método SALLE proposto forneceu recuperacdes mais altas dos

analitos de interesse e € uma melhor opgéo para a realizacdo dos experimentos.

40.0 ] I 20 min centrifuga
’ - I 10 min agitacdo + 20 min centrifuga
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Figura 9 — Area do pico dos derivatizados das aminas biogénicas obtidos pelo
detector fluorescéncia apos processo de lixiviagdo da amostra sob diferentes
condicbes
Fonte: Elaborada pela Autora (2018).
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4.5.2 Avaliacdo dos parametros analiticos do método

Na Figura 10 estdo representados o0s cromatogramas obtidos pelos
detectores ultravioleta (UV) e fluorescéncia (FL) de uma amostra de solucdo padréao
contendo todas as aminas biogénicas em concentracdo de 20 mg L e analisadas
por HPLC.

600 PIM CAD UV - 254 nm
MET TIR
‘>"' SPD SPM
£ 400 o ETI 1ISO v
E FEN P s
‘™ 200 4 A
oL L L.
T T T T
600 FL - 320/523 nm
E 400
s MET ETI DIM spp SPM
£ 0 PUT| TR
| L Hls\
0 s
0 10 20 60

tempo (minutos)

Figura 10 — Cromatograma de uma solucéo padrao contendo todas as aminas
biogénicas em concentracédo de 20 mg L
Fonte: Elaborada pela Autora (2018).

Solucdes padrdo contendo todas as ABs foram preparadas e submetidas ao
procedimento de extracdo e andlise. As curvas de calibracdo foram construidas em
triplicata, plotando-se as areas dos picos dos derivatizados das ABs versus sua
concentragdo. As curvas de calibracdo obtidas pela analise por UV e por
fluorescéncia (FL) estdo representadas nas Figuras 11 ((a) metilamina e (b)
etilamina), Figura 12 ((a) dimetilamina e (b) isopentilamina), Figura 13 ((a) 2-
fentiletilamina e (b) putrescina), Figura 14 ((a) cadaverina e (b) histamina), Figura 15
((a) tiramina e (b) espermidina) e Figura 16 (espermina). Os parametros analiticos e
os coeficientes de determinacdo da curva de calibragdo construida com os valores
determinados pelo detector UV sdo mostrados na Tabela 1 e os parametros

analiticos e os coeficientes de determinag&o da curva de calibracdo construida com
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os valores determinados pelo detector FL sdo mostrados na Tabela 2. As equagdes
e os coeficientes de determinagdo foram obtidos por meio de regressdo linear
(método dos minimos quadrados). Os coeficientes de determinacdo estiveram entre
0,992 e 0,999, mostrando uma boa linearidade para todas as ABs para o detector
UV e para o detector de fluorescéncia. Os limites de deteccao (LDs) e quantificacéo
(LQs) foram calculados como trés e dez vezes, respectivamente, o desvio padrédo da
relagdo entre intercepto e declive da curva de calibragdo. Os LDs e LQs para a
guantificacdo com detector UV variaram entre 0,042 e 0,850 mg kg™ e entre 0,130 e
2,50 mg kg?, respectivamente. Para a andlise por fluorescéncia, os LDs variaram
entre 0,038 e 8,00 mg kg e os LQs entre 0,115 e 24,5 mg kg?. Os maiores LDs e
LQs foram encontrados para a histamina e o detector UV foi escolhido para sua
guantificacéo, por ter mostrado deteccao mais sensivel para este composto. Os LDs
e LQs determinados pelo detector fluorescéncia foram apropriados para quantificar

0s niveis das demais ABs nas amostras.
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Figura 11 — Curva analitica para (a) metilamina e (b) etilamina obtidas por detector

UVeFL
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Figura 12 — Curva analitica para (a) dimetilamina e (b) isopentilamina obtidas por

detector UV e FL
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Figura 14 — Curva analitica para (a) cadaverina e (b) histamina obtidas por detector

UV e

FL

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Figura 15 — Curva analitica para (a) tiramina e (b) espermidina obtidas por detector
UVeFL

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Figura 16 — Curva analitica para espermina obtida por detector UV e FL
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Para investigar a possibilidade de efeito de matriz no processo de extragao,
as curvas de calibracdo também foram preparadas em um extrato de atum enlatado.
O extrato foi preparado pela adicdo de padrdes de ABs em quatro diferentes niveis
de concentracao, que foram escolhidos de acordo com as quantidades estimadas de
cada analito na amostra. As analises foram realizadas em triplicata. A inclinacéo e
0s interceptos das equacoes lineares obtidas pelas curvas de calibracédo preparadas
em solvente e pelas curvas preparadas com amostras enriquecidas com padrdes de
ABs foram comparadas pelo teste t de Student com intervalo de confianca de 95 %.
Como nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as inclinagcdes dos dois
modelos de calibracdo, adotou-se o método da curva de calibracdo externa para
guantificacdo das ABs.

A repetibilidade do método foi avaliada por extracdo e analise no mesmo dia
de seis réplicas de uma amostra de atum em conserva enriguecida com padrdes de
ABs. Os valores obtidos para a area do pico apresentaram desvio padrao relativo
menor que 7,3 % (FL) e menor que 15,4 % (UV). A reprodutibilidade foi avaliada da
mesma forma, mas foram analisadas seis réplicas das amostras em cinco dias
consecutivos. O desvio padréo relativo da reprodutibilidade variou de 3,6 % a 19,3 %
(FL) e de 3,0 % a 19,2 % (UV). As recuperacdes foram calculadas adicionando
guantidades conhecidas de cada AB a uma amostra de atum em conserva,
submetendo-a aos procedimentos de extracdo e analise e verificando a proximidade

dos resultados obtidos com os resultados esperados. Os valores médios de
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recuperacao de seis amostras variaram de 86,5 a 111 % (FL) e de 80,1 % a 115 %
(UV).

Tabela 1 — Parametros analiticos do método proposto determinados pelo
detector UV
Ultravioleta (UV)

AB r LD LQ DPR? | DPR® | Recupe-
(mg kg™) | (mgkg™?) (%) (%) | ragdo
(%0)
metilamina 0,999 0,150 0,450 2,3 7,6 112
etilamina 0,999 0,042 0,130 3,0 6,7 95,0
dimetilamina 0,996 0,500 1,55 1,4 4,3 112
2-feniletilamina 0,999 0,038 0,115 2,2 53 94,4
isopentilamina 0,998 0,060 0,175 1,7 3,0 105
putrescina 0,997 0,080 0,240 5,9 10 115
cadaverina 0,992 0,110 0,370 15 7,0 99,9
histamina 0,998 0,850 2,50 2,3 9,4 93,6
tiramina 0,995 0,100 0,300 3,0 54 103
espermidina 0,995 0,460 1,40 13 14 80,1
espermina 0,996 0,380 1,15 6,0 19 87,0

Fonte: Elaborada pela Autora (2018).
Nota:
@ — repetibilidade
b - reprodutibilidade

Tabela 2 — Parametros analiticos do método proposto determinados pelo
detector FL
Fluorescéncia (FL)

AB r? LD LQ DPR? | DPR | Recupe-
(mg kg?) | (mgkg™) | (%) |°(%)| racdo
(%)
metilamina 0,999 0,070 0,210 2,0 5,5 102
etilamina 0,998 0,095 0,295 2,2 4,0 86,5
dimetilamina 0,997 0,405 1,25 3,0 3,9 107
2-feniletilamina 0,994 0,110 0,330 1,7 4.8 95,4
isopentilamina 0,999 0,038 0,115 1,7 3,6 100
putrescina 0,996 0,220 0,650 2,6 7,9 114
cadaverina 0,992 0,280 0,950 7,3 8,4 106
histamina 0,999 8,00 24,5 4,0 10 111
tiramina 0,999 0,36 1,10 3,4 7,2 98,1
espermidina 0,994 0,500 1,55 3,6 15 103
espermina 0,996 0,420 1,30 6,0 19 105

Fonte: Elaborada pela Autora (2018).
Nota:
a — repetibilidade
b - reprodutibilidade
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4.5.3 Ensaios de degradacao das amostras

Foram analisadas as mudancas no contedtdo de AB em amostras de
alimentos submetidas a uma degradacao sob condi¢cdes extremas, pois ndo foram
adotadas as rigorosas normas de controle para analise de alimentos. Essa condicéo
foi adotada pois buscou-se reproduzir condicdes préoximas de situacdes reais de
armazenamento e cuidados do alimento pelos consumidores. Amostras de atum em
conserva com agua, atum em conserva com azeite, sardinha em conserva com 6leo,
sardinha fresca, salsicha de peru, de frango e de porco, carne de vitela e produtos a
base de peixe e carne destinados para alimentacdo animal foram armazenados sob
diferentes condicfes de temperatura (freezer, geladeira e temperatura ambiente) ao
longo de diferentes periodos de tempo. Os resultados estédo divididos em produtos a
base de peixe e produtos a base de carne.

45.3.1 Aminas biogénicas em amostras a base de peixe

O conteudo de aminas biogénicas em peixes varia muito de acordo com a
espécie e origem do peixe e é influenciado pela microbiota encontrada em seu
ambiente aquéatico, sendo fatores importantes para a sua formacao a presenca de
aminoacidos livres e de bactérias com atividade descarboxilase (CHONG et al.,
2014; SHAKILA; VIJAYALAKSHMI; JEYASEKARAN, 2003). Condi¢cbes de higiene
precarias durante o manuseio e armazenamento também podem contribuir para uma
proliferacio microbiana e acumulo de aminas nesse alimento (BILGIN;
GENCCELEP, 2015). A concentracdo das ABs geralmente cresce gradualmente
conforme prolonga-se o tempo de armazenamento dos peixes, devido a protedlise
promovida por proteases enddgenas e exdgenas, que liberam os aminoacidos da
cadeia peptidica (HU et al., 2012).

SPM foi a principal AB encontrada nas amostras controle de peixes (amostra
analisada logo apés a abertura) e permaneceu como a amina predominante quando
o alimento foi armazenado a baixas temperaturas, sendo o valor mais alto de
5,20 mg kg? encontrado em uma amostra de atum em conserva de azeite apds 8
horas de armazenamento a - 4 °C. Sob - 4 e 4 °C, SPD e SPM apresentaram
flutuacdes na concentragdo com um valor minimo observado no 4° dia em conservas

de atum em azeite e no 6° dia em conservas de atum em agua. Comportamento
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semelhante para SPD e SPM sob baixas temperaturas foi relatado por outros
autores (CHONG et al., 2014; VECIANA-NOGUES; MARINE-FONT; VIDAL-CAROU,
1997). A sardinha foi a Unica amostra de peixe em que pode ser observado um
processo de degradacdo a 4 °C, com aumento de PUT para 8,12 mg kg, de CAD
para 130 mg kg*, de TIM para 17,5 mg kg e de HIM para 50,0 mg kg ao final do
periodo de armazenamento. Os gréaficos referentes as amostras armazenadas a
- 4 °C estdo representados na Figura 17 ((a) cadaverina), (b) putrescina, (c)
espermidina e (d) espermina). Os gréaficos referentes as amostras de peixe
armazenadas a 4 °C estdo representados nas Figura 18 ((a) e (b) cadaverina, (c)
tiramina e (d) histamina) e Figura 19 ((a) putrescina, (b) espermidina e (c)

espermina).
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Nas amostras de alimento para animais domeésticos, a CAD foi a principal
amina observada durante os diferentes dias de analise, com um valor inicial de
4,80 mg kg?, enquanto SPM estava com 2,71 mg kg*. Este nivel de CAD foi
superior aos niveis observados para as amostras de peixe e estes resultados podem
ser reflexo da ma qualidade da matéria-prima utilizada na producdo de alimentos
para animais de estimacdo em comparacdo com aqueles destinados ao consumo
humano. Na industrializacdo de produtos de pesca had muito desperdicio de
alimentos, mas como este alimento é rico em proteinas e lipidios pode ser
processado e utilizado para nutricdo humana e animal (OZYURT et al., 2016). A
industria de pet food, tradicionalmente, utiliza uma ampla variedade de fontes de
proteina provenientes de residuos da producdo de alimentos, o que inclui
ingredientes classificados como subprodutos de origem animal (FOLADOR et al.,
2006). Os subprodutos da pesca requerem uma grande quantidade de
processamento antes de serem adicionados aos produtos finais, destinados a
alimentacdo animal, e 0 manuseamento ou armazenamento incorretos durante as
diferentes fases de processamento pode levar a formacéo de altas concentracdes de
ABs. Apesar dos niveis iniciais de CAD observados em ragcédo a base de atum serem
mais altos em comparagdo com as demais amostras de peixe, a maioria dos niveis
de ABs permaneceu constante nesta amostra durante o armazenamento a 22 °C,
com excecdo de SPD e SPM que apresentaram pequena flutuacdo. Uma das razoes
para essa observacdo pode ser o acréscimo de aditivos durante a producédo de
alimentos, que controlam a atividade microbiana e impedem a formacé&o de ABs.

As alteracbes nas amostras de peixes armazenadas a 22 °C estédo
representadas nas Figura 20 ((a) e (b) cadaverina e (c) e (d) putrescina) e Figura 21
(a) espermidina, (b) espermina) e (c) histamina, nessas amostras a concentracdo de
CAD aumentou de 0,14 para 9,02 mg kg, de 0,23 para 24,4 mg kg, de 0,14 para
1,61 mg kg e de 0,16 para 795 mg kg™ nas conservas de atum em agua, atum em
azeite, sardinha enlatada e sardinha fresca, respectivamente. A CAD tornou-se a
principal amina na sardinha fresca depois de um dia de armazenamento e depois de
guatro dias nas conservas de atum. PUT aumentou de 1,26 para 13,3 mg kg™ na
amostra de atum em Aagua, de 1,94 para 9,80 mg kg no atum em azeite, de 1,46
para 8,24 mg kg em sardinha enlatada e de 0,52 para 183 mg kg™ na sardinha. A
partir do 4° dia, a PUT foi a principal AB detectada em conservas de atum em agua e

em conserva de sardinha. A SPD variou de 1,18 a 4,43 mg kg* no atum em &agua, de
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2,50 a 12,2 mg kg no atum em azeite, de 1,68 a 3,33 mg kg* na sardinha enlatada
e de 2,35 a 1,27 mg kg na sardinha fresca. Os niveis de SPM diminuiram de 2,78
para 0,57, de 4,25 para 3,00, de 1,98 para 0,11 e de 3,22 para 0,98 mg kg* nas
conservas de atum em 4gua, atum em azeite, sardinha em lata e sardinha fresca,
respectivamente. HIM pode ser detectada nessa temperatura de armazenamento a
partir do 4° dia nas conservas de atum em agua e atum em azeite, mas permaneceu
com niveis abaixo de 1 mg kg? durante todo o periodo de armazenamento,
enquanto nas amostras de sardinha fresca a HIM apresentou uma concentracéo de
1,01 mg kg apés um dia de armazenamento e atingiu 455 mg kg? no final do
periodo avaliado. Nas amostras de sardinha armazenadas a 22 °C, também foi
observado um aumento nos niveis de TIM, que atingiu concentragdo de 229 mg kg
apos sete dias de armazenamento. Diferencas notaveis podem ser observadas
comparando a degradacdo de uma amostra sem qualquer tipo de processo, como a
sardinha, com amostras de peixe enlatado. A degradacdo em sardinha comecou
antes e foi mais intensa do que nas amostras de peixes enlatados, alcancando os
maiores valores observados entre essas amostras para CAD, PUT, TIM e HIM apos
um dia de armazenamento.

O acumulo de PUT foi maior que o acumulo de CAD ao longo do periodo
estudado para conservas de atum em agua e sardinha enlatada, enquanto que na
conserva de atum em azeite e na sardinha fresca a concentracéo final de CAD foi
superior a de PUT. O aumento de HIM ocorre em estagios posteriores de
degradacao e, portanto, sozinha essa AB nao configura um indice de qualidade
confiavel, porém é importante destacar que mesmo quando niveis de HIM estédo
abaixo dos limites legais estabelecidos, essa amina pode ter seus efeitos
toxicoldgicos potencializados quando ha a presenca de PUT e CAD, pois estas
aminas competem com o mecanismo de desintoxicacdo da HIM (FENG; TEUBER,;
GERSHWIN, 2016).
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(a) cadaverina, (b) cadaverina na sardinha, (c) putrescina e (d) putrescina na sardinha

Fonte: Elaborada pela Autora (2019).
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Outros trabalhos referentes a determinacdo de ABs em peixes utilizando
diferentes técnicas de andlise também encontraram niveis e comportamentos
semelhantes para as ABs. Kose et al. (2012) encontraram valores de 0,6 mg kg*
para CAD, 0,7 mg kg* para SPD e 0,9 mg kg para SPM em sardinha enlatada.
Park et al. (2010) encontraram concentragdes médias de 1,8 mg kg* para PUT, 1,7
mg kg para CAD, 3,2 mg kg* para TIR, 3,0 mg kg para SPD e 4,4 mg kg para
SPM em uma amostra de atum em conserva. Zhai et al. (2012) analisaram ABs em
conservas de sardinha e obtiveram valores de 1,8 mg kg para PUT, 1,8 mg kg*
para CAD, 7,5 mg kg para HIM e 0,40 mg kg para SPM. Bilgin e Gengcelep (2015)
determinaram os teores de AB em atum enlatado e sardinha enlatada e encontraram
0s maiores valores de HIM, PUT e TIM em atum enlatado, com concentracdes de
110,3, 116,5 e 48 mg kg, respectivamente, enquanto a CAD foi observada em
maior concentracdo em sardinha enlatada com 122, mg kg. Parchami, Kamalabadi
e Alizadeh (2017) utilizaram amostras de peixe enlatado e obtiveram valores médios
de 0,433 mg kg* para PUT, 0,047 mg kg* para HIM e 0,104 mg kg para CAD.
Veciana-Nogues, Mariné-Font e Vidal-Carou (1997) encontraram SPD e SPM como
ABs predominantes em atum armazenado sob diferentes temperaturas, onde as
concentracfes de SPD permaneceram constantes durante o periodo analisado, com
um valor médio de 5,44 mg kg, enquanto os valores de SPM diminuiram de 14,6
para 10,2 mg kg apdés 21 dias a 0 °C, para 10,9 mg kg apés 9 dias a 8 °C e para
12,2 mg kg ap6s 4 dias a 20 °C.

45.3.2 Aminas biogénicas em amostras a base de carne

A formacao de aminas biogénicas em alimentos de origem animal a base de
carnes esta relacionada as espécies de bactérias presentes no alimento e ao seu
crescimento, que serdo determinantes para a presenca de enzimas descarboxilases.
A matéria-prima atua como fonte de substratos (aminoacidos) e como meio de
reacdo e sua origem e gqualidade representam fatores de fundamental importancia
para a formacdo de aminas biogénicas. Esses fatores sdo ainda influenciados pelos
processos tecnoldgicos utilizados para cada tipo de carne, de acordo com a
destinacao do alimento produzido (fresco, cozido, assado, defumado ou fermentado)
e pelas condicbes de armazenamento, principalmente aquelas relacionadas ao

tempo e temperatura de armazenamento e a embalagem utilizada no produto



100

(JAIRATH et al., 2015). SPM e SPD sdo as Unicas aminas presentes em niveis
significativos na carne fresca, as demais aminas, principalmente TIM, PUT e CAD,
atingem niveis significativos conforme aumenta a atividade de descarboxilacéo
microbiana dos correspondentes aminoacidos precursores dessas aminas, tirosina,
ornitina e lisina, respectivamente (PAPAGEORGIOU et al.,, 2018). Os produtos
fermentados contém quantidades consideravelmente mais elevadas de AB, pois 0s
microrganismos utilizados para promover a fermentacdo podem também contribuir
para sua formac&o e acimulo (JAIRATH et al., 2015; OZOGUL; HAMED, 2018).

Nas amostras de carne bovina armazenadas a - 4 °C, a CAD aumentou de
0,23 para 0,97 mg kg?, a PUT de 0,20 para 1,21 mg kg?, a SPD de 0,71 para
3,33 mg kg, enquanto a SPM diminuiu de 2,54 para 0,56 mg kg*. Os graficos com
as variacdes das AB nas amostras armazenadas a - 4 °C estdo representados na
Figura 22 ((a) cadaverina, (b) putrescina, (c) espermidina e (d) espermina). Entre as
amostras de carne bovina armazenadas a 4 °C (Figura 23), a TIM foi a AB que
apresentou o maior aumento ao longo do tempo, atingindo um valor maximo de
12,2 mg kg?' ap6s 7 dias de armazenamento, enquanto CAD aumentou para
9,12 mg kgt e PUT para 1,34 mg kg* na mesma amostra.

As amostras de carne bovina armazenadas a 22 °C estéo representadas na
Figura 24 ((a) cadaverina), (b) putrescina, (c) espermidina) e (d) espermina) e na
Figura 25 ((a) tiramina e (b) histamina). Nessas amostras, foi observado um aumento
nas concentracdes de PUT, CAD, SPD, SPM e TIM ao longo dos dias de analise,
gue alcancaram valores de 25,3; 66,4; 1,74; 6,91 e 76,2 mg kg™, respectivamente.
SPM e SPD foram as Unicas aminas presentes em niveis significativos nas amostras
de carne fresca, uma vez que sao poliaminas naturais, as outras ABs séao formadas
durante o armazenamento ou processamento e podem atingir niveis significativos a
medida que aumenta a descarboxilagdo microbiana de aminoacidos especificos
(PAPAGEORGIOU et al., 2018). O aumento mais rapido e precoce da CAD em
relacdo a PUT foi documentado na literatura e associado a deterioracdo microbiana,
temperatura de armazenamento e tempo de armazenamento (GALGANO et al.,
2009).
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Figura 22 — Concentracdo de ABs nas amostras a base de carne armazenadas a - 4 °C ao longo de 7 dias:
(a) cadaverina, (b) putrescina, (c) espermidina e (d) espermina
Fonte: Elaborada pela Autora (2019).
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Figura 23 — Concentracdo de ABs nas amostras a base de carne armazenadas a 4 °C ao longo de 7 dias:
(a) cadaverina, (b) putrescina, (c) espermidina e (d) espermina
Fonte: Elaborada pela Autora (2019).
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Os niveis de HIM n&o apresentaram aumento significativo durante o tempo de
armazenamento nas amostras armazenadas a 22 °C, semelhante ao relatado na
literatura por diversos autores (FAVARO et al.,, 2007; GALGANO et al., 2009;
HERNANDEZ-JOVER et al., 1997). No entanto, a racio a base de carne apresentou
0s maiores niveis de HIM entre as amostras controle e ao longo do armazenamento
a4 e -4°C (mesmo comportamento observado para a racdo a base de peixe) com
concentracdo inicial de 2,61 mg kg?! Os niveis de CAD e PUT também
permaneceram mais elevados nos alimentos processados a base de carne do que
0S observados nas amostras de carne bovina fresca sob condigbes de baixa
temperatura, com 3,55 e 1,97 mg kg, respectivamente. Os maiores valores de HIM,
CAD e PUT na racédo animal evidenciam a qualidade inferior desses produtos em
comparacao aos produtos destinados a alimentacdo humana.

Outros autores relataram concentragbes médias de 1,77 mg kgt (PUT),
1,56 mg kg* (CAD), 1,92 mg kg* (HIM), 2,07 mg kg? (SPD), 9,67 mg kg (SPM) e
1,97 mg kg?! (TIM) em carne in natura e de 2,11; 1,92; 1,85; 2,22; 10,17 e
7,02 mg kg para as respectivas ABs apés 8 dias de armazenamento a 4 °C
(GALGANO et al., 2009). Em amostras de salsichas armazenadas a - 4 e a 4 °C,
nenhuma mudanca significativa foi observada para a maioria das ABs ao longo dos
dias. Entretanto, a concentracédo inicial de algumas ABs foi maior que a observada
na carne fresca e, mais especificamente, CAD e PUT foram as principais ABs
presentes nas amostras controle e também ao longo dos dias de analise. A
concentracéao final mais alta de CAD foi obtida para a amostra de salsicha de frango,
com um valor de 5,96 mg kg e a maior concentracdo de PUT foi obtida em uma
salsicha de porco, com um valor de 3,79 mg kg'. CAD e PUT sdo geralmente
encontradas em carne suina fresca em niveis entre 1 e 2 mg kg, respectivamente
(DRABIK-MARKIEWICZ et al.,, 2011). Niveis mais elevados de CAD e PUT em
salsichas, comparados a carne bovina e aqueles relatados para carne suina fresca,
podem ser resultado das etapas tecnoldgicas empregadas para a producdo deste
tipo de alimento (JAIRATH et al, 2015). Muitos tipos de cepas de
Enterobacteriaceae podem estar presentes em alguns estagios da producdo de
salsichas e levam a formagdo de quantidades significativas de PUT e CAD
(JAIRATH et al., 2015).
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Figura 24 — Concentracdo de ABs nas amostras a base de carne armazenadas a 22 °C ao longo de 7 dias: (a) cadaverina),
(b) putrescina, (c) espermidina) e (d) espermina
Fonte: Elaborada pela Autora (2019).
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Figura 25 — Concentracdo de ABs nas amostras a base de carne armazenadas a
22 °C ao longo de 7 dias: (a) tiramina e (b) histamina
Fonte: Elaborada pela Autora (2019).

4.5.4 Indice para avaliacéo de qualidade com base no contetido de aminas

biogénicas

Alguns indices sdo propostos para avaliar a qualidade dos alimentos de
acordo com a concentracdo de determinadas ABs encontradas neles, conforme
descrito no item 4.2.7. A Tabela 3 apresenta o IABuk € 0 IAByn calculados para as
amostras analisadas. Como pode ser observado, a sardinha armazenada a 22 °C foi
a primeira amostra a atingir valores que indicam alta contaminacdo no alimento e
essa condicdo foi alcancada apdés apenas um dia de armazenamento. Pelos
resultados fornecidos pelos indices, a carne bovina comeca a apresentar sinais de
contaminacdo a partir do primeiro dia quando armazenada a 22 °C, e pode ser
considerada como contaminada a partir do 4° dia (quando utilizado o IAByn, que leva
em consideracdo a concentracdo de TIM) e a partir do 6° dia (quando utilizado o
indice IABmk, que ndo considera a concentracdo de TIM para o célculo). Porém,
como esses indices foram elaborados para avaliacdo de peixes, em relacdo a
avaliacdo de carnes eles fornecem apenas uma indicacdo do estado do alimento,
mas nao podem ser utilizados como critério de avaliacdo sem que um estudo mais
amplo seja realizado.

A sardinha e a carne armazenadas a 4 °C puderam ser consideradas como
alimentos de baixa qualidade apds 6 dias de armazenamento. As amostras
enlatadas mostraram uma contaminacao inicial apés 4 dias de armazenamento a

22 °C, evidenciando a influéncia do processamento do alimento para retardar sua
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degradacgdo, pois a contaminagdo comeca mais tardiamente em comparagdo a
degradacdo observada nas amostras frescas. As amostras armazenadas a - 4 °C
mantiveram valores considerados indicadores de boa qualidade durante todo o

periodo de armazenamento analisado.



Tabela 3 — indices para aminas biogénicas calculados conforme IABmk € IAByn
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Temperatura 22 °C 4°C
amostra atum em 4gua atum em azeite sardinha enlatada sardinha carne sardinha carne
indice IABuk  IABw 1ABwk  IABw  IABwmk IABwn IABuk  |IABw IABwmk  |IABw | IABuk  |IABw IABwk  |ABw
controle 0,3 1 0,3 2 0,3 1 0,1 0,7 0,2 0,9 0,1 0,7 0,2 0,9
apés 8 horas 0,2 0,8 0,2 2 0,4 1 0,4 1 0,6 0,9 0,2 1 0,3 0,5
apés 1 dia 0,2 0,8 0,4 2 0,3 1 85 375 2 18 0,3 1 0,1 0,5
apos 4 dias 4 14 2 24 2 8 201 925 9 82 0,6 2 0,3 4
apos 6 dias 5 21 2 31 2 9 1591 1808 10 134 13 47 1 14
apés 7 dias 4 22 2 34 2 9 441 1692 10 168 63 198 2 24

Fonte: Elaborada pela Autora (2019).
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4.5.5 Ensaios colorimétricos para determinacéo de histamina

De forma alternativa, € possivel utilizar uma reacdo especifica para
determinar um composto especifico. A analise colorimétrica foi realizada com o
objetivo de determinar histamina.

Similarmente ao método proposto anteriormente, antes da analise
colorimétrica, € necessario realizar a extracdo das aminas das amostras de peixe.
Foi verificado a possibilidade de realizar a extracdo das aminas com uma solucéo de
0,85 % de NaCl, com posterior extracdo com butanol, conforme descrito por
Patange, Mukundan e Kumar (2005), com pequenas modificagcbes, em comparagao
com a extracdo com HCI 1 mol L. Com essa finalidade, foram realizados
experimentos adicionando 20 mg L' de padrées de putrescina, cadaverina,
histamina, tiramina, espermidina e espermina a 2,0 g de uma amostra de atum
enlatado com agua. Com os extratos obtidos foi realizado o procedimento de SALLE
e as amostras foram analisadas por HPLC. As amostras extraidas com HCI 1 mol L
apresentaram o0s respectivos picos de aminas, enquanto que para as amostras
extraidas com 0,85 % de NaCl ndo foram observados picos no cromatograma. Além
disso, esse procedimento apresenta a desvantagem de utilizar butanol, que € um
composto classificado como insalubre para se trabalhar. Portanto, o HCI 1 mol L*
mostrou ser mais adequado para a extracdo e foi o solvente utilizado para a
extracao da histamina nas amostras de peixe.

O método colorimétrico utilizado foi proposto por Koessler e Hanke (1919). Na
Figura 26 esta representada a formacdo do sal de diazénio, produzido pela reacéao
entre o acido sulfanilico e solucéo acida de nitrito, com formacéo do sulfonato de p-
fenildiazénio. O composto produz solugéo incolor e reage com a posi¢gao a ao grupo
imidazol do anel, formando um corante azdéico que absorve no comprimento de onda
de 496 nm. A adicdo de carbonato € necessaria para neutralizar os ions H*
formados na ultima etapa da reacédo e favorecer o deslocamento do equilibrio para o
produto. A reacdo ocorre de forma similar para compostos nitrogenados
heterociclicos, como a timina (uma das bases nitrogenadas do DNA) e tiamina
(vitamina B1) (PESEZ; POIRIER, 1954).
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Figura 26 — Formacéo de sulfonato de p-fenildiazénio
Fonte: Elaborada pela Autora (2022).

O tempo necesséario para a reacao ocorrer foi avaliado pela leitura de
solucdes preparadas com 20,0 mg L de histamina e leitura da absorbancia apés
transcorridos 2, 5, 10, 15, 20 e 30 minutos de reacdo. Pela Figura 27, € possivel
observar que houve diminuicdo da absorbancia com o aumento do tempo esperado
para realizar a medida no espectrofotometro. O intervalo de 5 minutos foi
estabelecido para as medicdes, por apresentar valores altos e préximos aos iniciais
e por permitir que a operacdo da leitura da absorbancia das solucdes pelo

equipamento fosse realizada com tranquilidade pelo analista.
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Figura 27 — Relagéo da absorbancia com o tempo de reacgdo entre histamina e
sulfonato de p-fenildiazénio
Fonte: Elaborada pela Autora (2020).

Com a adicdo de concentracbes conhecidas de padrdo de histamina a
solugéo de sulfonato de p-fenildiazénio e Na2COs, ocorreu um aumento na absorgao
na regido de estudo no espectro do visivel. O aumento da absorbanica foi
proporcional a quantidade de histamina adicionada. Entretanto, nas reacoes
realizadas diretamente com amostra de peixe, quando uma aliquota do extrato acido
obtido apos a centrifugacdo com HCI foi utilizada para proceder com a reacéo
colorimétrica com o sulfonato de p-fenildiazénio, nédo foi possivel observar formacéo
de coloracdo na solucdo, e consequentemente, também ndo houve um sinal de
absorbancia nessas solucdes na regidao de estudo (496 nm). O HCI promove a
extracdo ndo s6 de aminas como também de outros compostos da amostra que,
possivelmente, causaram uma interferéncia na reacdo e impossibilitaram que a
reacdo colorimétrica acontecesse, diferente do observado com as solucdes de
padrdo de histamina. Para contornar esse problema, apds a extracdo com HCI, foi
adicionada uma etapa de extracdo liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE),
para obter um extrato mais limpo e concentrado do composto de interesse
(histamina) e permitir a reacdo dele com o reagente colorimétrico. A adicdo dessa
etapa de SALLE, foi primordial para que ocorresse um aumento no sinal da
absorbancia com o aumento da concentracdo de histamina adicionada nas amostras
de peixe e, dessa forma, foi possivel construir uma curva com adigdo de padréo e

analisar as amostras de peixe.
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A curva de calibragdo e a curva com adicdo de padréo relativas ao sinal
observado para diferentes concentracdes de histamina esta representada na Figura
28. A equacdo linear da reta obtida pela curva de calibragdo foi A, = 6,38 x 103 +
2,31 x 10° [HIS] - 5,07 x 103 + 1,03 x 103, sendo A, é absorbancia medida com
solucdes padrdes, e o coeficiente de correlagédo foi igual a 0,9999, mostrando uma
excelente linearidade para a rea¢do. Uma curva com adi¢do de padrao foi construida
para verificar a interferéncia da matriz nas andlises, com aliquotas de solucéo
padrdo, nas mesmas concentracdes da curva de calibracdo, adicionadas as
amostras de peixe e submetidas ao procedimento de extracdo. A equacdo de reta
obtida para a curva com adicdo de padréo foiy Asp = 5,04 x 103 + 7,37 x 10° [HIS] +
2,41 x 102 + 3,29 x 103, sendo Asp € absorbancia medida com adigées de padrdes,
e o coeficiente de determinacéo foi igual a 0,9991. A analise estatistica feita para as
duas curvas (conforme descrito na secdo 2.2) mostrou que a inclinacdo da curva
com adicdo de padrdo e da curva de calibracdo sdo estatisticamente diferentes
(teste t de Sudent, com intervalo de 95 % de confianca) e, portanto, a curva com

adicdo de padréo deve ser utilizada para a quantificacdo das amostras.

0,7
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06 ] —@- Curva com adigdo de padréo

05 -
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Figura 28 — Curva de calibrac&o e curva com adi¢éo de padrao obtidas da reacéo
de histamina com sulfonato de p-fenildiazénio
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Os limites de detec¢do e quantificagdo para a reacdo colorimétrica foram de
2,44 e 7,4 mg L1, respectivamente, que correspondem a 24,4 e 74,0 mg kg'. A
repetibilidade do método foi obtida pela analise, no mesmo dia, de 6 réplicas de
amostras em que foram adicionadas solucéo padrdo com concentragdes de 5,0 e
50,0 mg L, e foram iguais a 8 % e 7 %, respectivamente. Os valores encontrados
para reprodutibilidade foram de 11 % e 10 %, respectivamente. A recuperacao foi
determinada para as concentracdes de padrées de 5,0; 20,0 e 50,0 mg L e foram
obtidas recuperacdes médias de 89 %, 107 % e 109 %, respectivamente. O

equilibrio estabelecido depende da razéo de particdo descrito pela equacao 7.

[A]fase 2

K =
[A]fase 1

(7)

Sendo [Almse 2 @ concentracdo do analito na fase 2 (acetonitrila), € [Alfase 1 @
concentracdo do analito na fase 1 (solucdo acida). Dessa forma, a razdo de particdo
(K) podera variar dependendo da quantidade de analito total.

Cadaverina, tiramina e putrescina em concentragdo de 20,0 mg L' foram
avaliadas como possiveis interferentes para a reacéo. SO foi possivel verificar uma
pequena alteracdo na coloracdo da solucdo com a tiramina, porém a absorbancia
medida esteve abaixo do limite de deteccéo. Portanto, o método é seletivo apenas
para a histamina, quando consideradas outras aminas usualmente encontradas
neste tipo de amostra analisada.

Os parametros analiticos obtidos comprovam que 0 método proposto € eficaz
para a determinacdo de histamina e pode ser aplicado em matrizes alimentares.
Foram analisadas amostras de atum enlatado armazenado em 0Oleo, em agua e em
molho de tomate, atum defumado e sardinha em lata. A amostra de atum defumado
apresentou concentracdo de histamina de 32,78 (4,73) mg kg e no atum enlatado
com 6leo a concentracdo de histamina encontrada foi de 19,12 (1,83) mg kg™. Nas
demais amostras analisadas a histamina néo foi detectada.

O método que utiliza extragcdo por SALLE e deteccdo por HPLC-UV foi
utilizado para otimizar as condicdes de extracdo da amostra e comparar 0S
resultados obtidos pelo método colorimétrico. As analises colorimétricas permitem
fazer uma triagem das amostras, para identificar a presenca de histamina e auxiliar

na selecdo de amostras que devem ser alvo de uma analise mais minuciosa para
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confirmar as concentracées de histamina e verificar a presenga concomitante de
outras ABs na amostra. A adocdo dessa etapa pode ser vantajosa por analises
espectrofotométricas serem mais rapidas e possuirem um menor custo em

comparacao ao HPLC.

46 Conclusdes

O potencial da técnica SALLE para uso na determinacdo de aminas
biogénicas em produtos alimentares foi aqui demonstrado. A SALLE permite
analises simples e resultados confiaveis, entre algumas vantagens permite que as
etapas de derivatizacéo e extracao sejam realizadas simultaneamente. As condi¢des
utilizadas no procedimento de extracdo por SALLE, como pH, adicdo de sal, e
privacao de luz favorecem a reacgéo entre o reagente de derivatizacdo (DNS-CI) e as
aminas, evitando o0 uso de aquecimento e longos periodos para que a reacao de
derivatizacdo seja completada. Os parametros de validacdo do método mostraram
gue a identificacdo e quantificacdo das onze aminas biogénicas avaliadas poderiam
ser realizadas com confiangca em matrizes complexas. Nos ensaios de degradacao
forcada, foi observado que concentracbes de algumas aminas biogénicas
aumentaram com o progresso do tempo de armazenamento da amostra e sob
condi¢cBes de temperaturas mais elevadas. O aumento na concentracdo de aminas
biogénicas foi maior e mais rapido para amostras armazenadas sob 22 °C em
comparacao com as amostras armazenadas a - 4 °C e 4 °C, quando a concentracao
da maioria das aminas permaneceu inalterada ou sofreu variacbes pequenas.
Portanto, o armazenamento sob condicbes de baixa temperatura pareceu
efetivamente retardar a formacdo de aminas biogénicas nas amostras. A técnica
SALLE também mostrou ser uma forma eficiente para isolamento e extracdo de
histamina para andlise colorimétrica de amostras de alimentos. Os resultados
demonstram que a SALLE permite a analise de aminas biogénicas em produtos
alimentares com diferentes composicdes de matérias-primas e submetidos a
diferentes tipos de processamentos. Essa técnica pode ser utilizada para auxiliar na
avaliacdo da qualidade de alimentos através da verificacdo do conteudo de ABs

presentes.
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5 CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA EXTRACAO DE
ALDEIDOS VOLATEIS DE AMOSTRAS DE CAFE POR MICROEXTRACAO
POR DIFUSAO GASOSA (GDME) E SALLE

Neste Capitulo é descrito o procedimento analitico proposto para
determinacdo de aldeidos volateis em cafés utilizando SALLE e GDME para
extracdo dos analitos. Uma introducéo sobre aldeidos em amostras de alimentos,
métodos analiticos para determinacdo desses compostos e sobre a técnica GDME
também sdo apresentados.

5.1 Introducéo

O aroma € uma das principais caracteristicas do alimento avaliadas pelos
consumidores e um parametro essencial para sua classificacdo dentro do contexto
de qualidade alimentar (RUOSI et al., 2012). O café é conhecido como um dos mais
aromaticos alimentos, e a satisfacdo sensorial que 0s seus componentes volateis
proporcionam estad estritamente relacionada ao seu consumo. Mais de 900
compostos volateis ja foram descritos para o café e contribuem para seu aroma
(TOLEDO et al., 2016). Informacdes sobre a composicao quimica da fracao volatil do
café permitem fazer uma distincdo entre as variedades de espécies de café
cultivadas, o clima e o solo da regido geografica de origem das sementes, defeitos
existentes nas sementes e ainda quais foram as condi¢cdes dos procedimentos de
torrefacdo, fermentacdo e armazenamento adotados. Portanto, a analise da
composicdo volatii do café ajuda a descrever caracteristicas relacionadas a
diferentes aspectos da qualidade desse produto (TOCI; FARAH, 2014; TOLEDO et
al., 2016).

Aldeidos sao alguns dos compostos que tém sido relacionados com
caracteristicas organolépticas e aspectos de qualidade dos cafés (MARIN et al.,
2008; RUOSI et al., 2012; TOCI; FARAH, 2014; YANG et al., 2016). Aldeidos de
cadeia curta, por exemplo, tem notas de aroma acre e pungente e séo indesejaveis
em concentragfes elevadas, enquanto, inversamente, aldeidos de cadeia longa
tipicamente exibem agradaveis aromas de frutas e flores (TOCI; FARAH, 2014). A
torrefagcdo € uma das etapas de producdo do café que influencia na formagéo de

aldeidos com efeitos no seu aroma (LEE et al., 2017). Uma torrefacdo leve produz



115

furfural (2-FAL), que contribui com notas de améndoa doce, e 5-metilbutanal, que
contribui com notas amanteigadas (TOLEDO et al., 2016). A presenca de
acetaldeido (AA) em café também ja foi relacionada a caracteristicas organolépticas
positivas e considerada responsavel pela composicdo de parte de seu aroma final
(MARIN et al., 2008). As concentragdes de 2-FAL e 5-hidroximetil-2-furfural (HMF)
aumentaram com a intensidade da torrefagdo, indicando a importancia desse
parametro para a formacdo da composicao volatil do café e, consequentemente,
para seu aroma e sabor (PETISCA et al., 2013). A razéo entre 5-metilfurfural e 2-
acetilfurano ja foi proposta como um indice quimico para monitorar a torrefacdo do
café (RUOSI et al., 2012) e o 2-FAL apareceu em concentracdes menores em casos
de torrefacdo mal conduzida em comparacdo com uma torrefacdo normal (YANG et
al., 2016). 2-FAL também foi usado para diferenciacdo de procedimentos de
fermentacdo em sementes de café (CHAICHI et al., 2015).

A concentracdo de aldeidos pode ainda ser utilizada para auxiliar na
identificacdo de origens geograficas e para fazer uma distincdo das sementes do
café (CHEONG et al., 2013). Espécies de café arabica cultivadas em El Salvador
foram diferenciadas pelas altas concentracbes de 2-FAL, 2-metilbutanal e 3-
metilbutanal (TOLEDO et al., 2016). Ja benzaldeido e hexanal foram sugeridos
como potenciais marcadores para identificar sementes defeituosas (MANCHA
AGRESTI et al., 2008; TOCI; FARAH, 2008, 2014).

A formacdo de aldeidos nos alimentos ocorre, principalmente, pela da
oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, que sd8o compostos presentes em
quantidade consideravel em diferentes tipos de alimentos, entre eles o café. Acido
linoleico, por exemplo, € um dos principais acidos graxos presentes no café e tem o
hexanal como produto de oxidacdo. Quanto mais tempo o café fica exposto ao
oxigénio, mais ocorre oxidacdo de acido linoleico e um aumento na concentracéo de
hexanal é observado. Ja& para outros aldeidos, como 3-metilbutanal e 2-
metilpropanal, a diminuicdo da quantidade indica uma perda da qualidade. Por essa
razdo, esses aldeidos foram propostos como indicadores das condicbes de
armazenamento do café (MARIN et al., 2008).

A avaliacdo sistematica de compostos volateis e ndo-volateis do café que
afetam diretamente a sua qualidade em termos de aroma, sabor e valor nutricional é
de extrema importancia. Entretanto, a exploracdo de aldeidos em matrizes de café

ainda é escassa e, mais usualmente, a analise desses compostos € realizada por



116

SPME-GC-MS. Nesse trabalho, a técnica de microextracdo por difusdo gasosa
(GDME) foi proposta para separagdo dos aldeidos volateis do café. Apds extracdo
dos compostos volateis por GDME, foi realizada uma SALLE no extrato liquido e
ambas as técnicas possibilitaram potencializar a extracdo dos analitos, que foi
avaliada pela anélise por HPLC-UV.

A revisdo bibliogréfica desse Capitulo compreende informacdes a respeito
dos aldeidos em algumas matrizes alimentares, efeitos toxicolégicos a saude
humana e métodos analiticos para sua determinacdo. A técnica de tratamento de
amostra GDME foi aqui enfatizada por se referir diretamente a uma etapa do

desenvolvimento do método analitico proposto nesse Capitulo.

5.2 Revisao Bibliografica

Aldeidos sdo compostos organicos caracterizados pela presenca de uma
ligacdo dupla entre carbono e oxigénio. Esses compostos estdo amplamente
presentes em diferentes meios e sao reconhecidos como muito reativos e capazes
de causar efeitos adversos a saude humana, por isso tem relevancia para as areas
clinicas, biologicas, ambientais e para ciéncias de alimentos (KISHIKAWA,; EL-
MAGHRABEY; KURODA, 2019; PASTOR-BELDA et al., 2017; PRIETO-BLANCO et
al., 2010; SERRANO; GALLEGO; SILVA, 2017a; XU et al., 2010, 2011).

Nos alimentos, os aldeidos sdo formados por diferentes vias, durante a
degradacédo, como subprodutos no processo de maturacdo, quando os alimentos
sdo submetidos a temperaturas elevadas ou a fermentacdo microbiana e quando
ocorre oxidacdo. A oxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados € uma das principais
vias de formacédo de aldeidos em alimentos. A oxidacao dos lipidios ocorre em duas
etapas, onde, primeiramente, sdo formados hidroperoxidos e, depois, compostos
volateis, porém em menor extensdo. A degradacdo de Strecker de aminoacidos e
reacdes de Maillard também sao vias de formacao de aldeidos. No geral, alimentos
gue contém alto teor de monossacarideos e dissacarideos, proteinas, aminoacidos e
lipidios com alto grau de insaturacdo, estdo susceptiveis a gerar aldeidos apds
serem expostos a altas temperaturas (RI1ZZI, 2006).

A quantidade e variedade de aldeidos em amostras de alimentos podem ser
usadas como indicadores para avaliar a qualidade do alimento e dos procedimentos
a que ele foi submetido (KISHIKAWA; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019). Aldeidos
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alifaticos, principalmente FA, AA, e gliceraldeido j& foram extensivamente
investigados em bebidas alcodlicas (ELIAS et al., 2008). Existe uma forte relacdo
entre o envelhecimento do vinho e as concentracdes de aldeidos como 2-FAL, HMF,
5-metil-2-furfural e 5-etoximetil-2-furfural (CAMARA; ALVES; MARQUES, 2006). Foi
demonstrado também que o conteudo de aldeidos em vinhos tintos é maior do que
em vinhos brancos (KISHIKAWA,; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019). Um aumento
na concentracdo de metilbutanal foi observado com o envelhecimento da cerveja
(VANDERHAEGEN et al., 2006). Ja propionaldeido, valeraldeido e banzaldeido
foram sugeridos como indicadores de adulteracdo em bebidas (SERRANO;
GALLEGO; SILVA, 2017a). Em o6leos, malondialdeido é um dos principais
compostos determinados, junto com AA, FA, acroleina, propanodial, propanal e
pentanal (CUSTODIO-MENDOZA et al., 2019, 2020; DOUNY et al., 2015; MA, LIU,
2017). Estudos demonstraram que a concentracdo de aldeidos em Oleo vegetal
aumentou com a oxidacao térmica e que podem ser usados como indice para
monitorar a deterioracdo de lipidios (CUSTODIO-MENDOZA et al., 2019; DOUNY et
al., 2015; MA; LIU, 2017; SHIBAMOTO, 2006).

Além dos aspectos relacionados a qualidade do alimento, muitos aldeidos ja
foram apontados como causadores de efeitos adversos a saude humana. Um dos
aldeidos mais estudados é o malondialdeido, pois sua interagdo com DNA ja foi
demonstrada como potencialmente mutagénica (DEL RIO; STEWART,;
PELLEGRINI, 2005; MA; LIU, 2017). A acroleina pode ser formada pela degradacao
térmica de gorduras animais e vegetais, de carboidratos e de aminoacidos em
diferentes tipos de alimentos. E um composto considerado citotoxico, pode interferir
na sintese de proteinas e DNA e ja teve efeitos mutagénicos demonstrados
(ABRAHAM et al., 2011). Propanodial causa estresse oxidativo nas células, forma
adutos com &cidos nucleicos, que podem desencadear danos nos tecidos, além de
apresentar potencial atividade citotdxica, que pode levar a mutacdes e cancer (DEL
RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). Glioxal e metilglioxal também ja foram
correlacionados com diabetes e risco de cancer (PASTOR-BELDA et al.,, 2017;
SHIBAMOTO, 2006).

A analise de aldeidos em amostras de alimentos geralmente é executada a
fim de monitorar aspectos de sua qualidade, mas também €& importante que um
rastreio dos niveis de aldeidos em diferentes alimentos e bebidas seja feito para

poder estimar os possiveis efeitos adversos a satde humana gque sua ingestao pode



118

causar (PAIANO et al., 2014). Muitos métodos para a determinacdo analitica de
aldeidos sdo apresentados na literatura, uma vez que sua presenca pode se
estender a diferentes tipos de amostras, como resultado de sua vasta formagéo em
reacOes secundarias (KISHIKAWA; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019).

5.2.1 Acetaldeido, formaldeido e 2-furfural em alimentos

Acetaldeido (AA), ou etanal, é um aldeido de baixa massa molecular e
altamente volatil. AA esta naturalmente presente em frutas, vegetais, carne, peixe,
leites e derivados. Na industria de alimentos, AA € adicionado a diversas bebidas e
outros produtos como um realgador de sabor ou conservante (PAIANO et al., 2014).
AA também €& um produto natural da fermentacdo alcodlica de frutas e do
metabolismo do acgucar. Também pode ser formado pela degradacdo de Strecker da
alanina. Além disso, AA é formado como um produto secundario da oxidacao lipidica
de acidos graxos poli-insaturados, pela fermentacédo de bactérias acido lacticas no
vinho e pelo metabolismo de etanol e compostos fendlicos (JUNG et al., 2021).

A principal via de exposicdo humana a AA € o consumo de bebidas
alcoodlicas, seguido por fumaca de cigarro e pelos alimentos em que ele é
adicionado. Outra via de exposicdo importante em alimentos pode ser a liberacéo de
tereftalato de polietileno (PET) em embalagens de alimentos e garrafas de bebidas
(PAIANO et al., 2014).

Ja foi demonstrada a contribuicdo que os niveis de AA desempenham para a
modulacdo do aroma do vinho, sendo que em niveis baixos contribui com notas
florais e frutiferas positivas, enquanto que em niveis mais elevados influencia nos
efeitos negativos, aumentando as chamadas notas de “vegetais verdes”, as
sensaces de coceira e de queimacio (ARIAS-PEREZ et al., 2021). Os niveis de AA
podem interferir no processo de envelhecimento do vinho, promovendo alteracdes
na sua coloracdo (HAN; WEBB; WATERHOUSE, 2019). AA foi também um dos
primeiros compostos a aumentar de concentracdo em cervejas envelhecidas e a
apresenta alta influencia no aroma dessa bebida (VANDERHAEGEN et al., 2006,
2007).

No vinho, a formacdo de AA ocorre, principalmente, devido a fermentagéo,
como um intermediario da producdo de etanol. Mas também pode ser formado por

oxidacao de etanol na presenca de catalisador, sendo que essa reacao esta sujeita
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a ocorrer durante todo o processo de produgdo do vinho (ARIAS-PEREZ et al.,
2021). Os niveis de AA variam consideravelmente dependendo das condi¢bes de
fermentacdo, como temperatura, niveis de Oz, pH e disponibilidade de nutrientes
para a levedura (HAN; WEBB; WATERHOUSE, 2019; PAIANO et al., 2014). No
café, a fermentacdo também influencia a concentracdo de AA, que tende a ter os
seus niveis elevados durante a fermentacé@o das sementes (PEREIRA et al., 2014).

AA foi detectado em diversos vegetais enlatados com maior concentracéo de
89 ug kgt em ervilhas (SERRANO; GALLEGO; SILVA, 2017b). A analise de AA em
diversas matrizes alimentares indicou 0s maiores valores em café em péd
(20,1 pg gt) e yogurt (6,98 ug g1) (JEONG et al., 2015). A verificagdo do efeito de
alguns tipos de cozimento dos alimentos para a formacdo ou eliminacdo de AA
mostrou que a fervura diminuiu a concentracdo de AA de 2,94 para 0,34 ug g* na
costela de boi, porém aumentou a concentracado de AA em ovos (JUNG et al., 2021).
A fritura também aumentou a concentracdo de AA em ovos, que passou de nao
detectado no ovo cru para concentragéo de 0,52 pg gt depois de frito (JUNG et al.,
2021). Na carne de porco, a fritura também causou a maior concentracéo observada
para o AA, de 1,55 pug gt (JUNG et al., 2021). Concentracdo de AA em suco de
laranja foi determinada em 142 ug L (SERRANO; GALLEGO; SILVA, 2017b) e em
6leos de cozinha variaram de 0,4 a 0,6 ug g* (CUSTODIO-MENDOZA et al., 2020).
AA foi determinado em vinho com concentracdes médias de 30 mg L (ELIAS et al.,
2008), de 88 mg L* e entre 15,6 e 117 mg L't em vinho do Porto (CAMARA; ALVES;
MARQUES, 2006; PAIANO et al., 2014) e de 56,8 mg L' em cachaca; em amostras
de licores, vinho, cerveja e gin, foram obtidas concentracdes de AA de 1850, 477, 15
e 1,90 mg L, respectivamente (PAIANO et al., 2014).

Formaldeido (FA), ou metanal, também é um aldeido de baixa massa
molecular e altamente volatil. Esta naturalmente presente em alimentos como frutas,
vegetais, leite, carnes, peixes e crustaceos. Em frutas e vegetais, FA € formado
como um produto intermediario do metabolismo natural. Nos peixes e frutos do mar,
o FA ¢é produzido, principalmente, pela decomposicdo enzimatica de
trimetilaminaoxidase (TMAO). Degradacado de Strecker de glicina e oxidacao lipidica
de acidos graxos poli-insaturados também sé&o vias de formagéo de FA (JUNG et al.,
2021). Além disso, o FA é utilizado na industria de alimentos como conservante,
agente redutor, fumegante ou agente esterilizante em diversos tipos de alimentos
(JUNG et al., 2021; SERRANO; GALLEGO; SILVA, 2017a). Entretanto, também é
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ilegalmente utilizado para adulteragdo em processos industriais, pois proporciona um
aumento no periodo de armazenamento do alimento, além de causar uma alteracéo
em suas propriedades organolépticas, tornando-o mais atrativo ao consumidor
(NOWSHAD; ISLAM; KHAN, 2018; REZENDE et al., 2017; TEMEL; GURKAN,
2017).

Temel e Girkan (2017) reportaram concentracdes de 5,6 ug L' de FA em
vinho branco, 8,0 ug L' em vinho tinto, 12,8 ug L* em vinagre de macéa, 11,7 pug L*
em leite e 12,5 ug Lt em cerveja. FA foi detectado com concentragdo média de
5 mg L em leite, 20 mg kg! em banana, 58 mg L em laranja, 8 mg kg* em carne e
9 mg kg* em café (NOWSHAD; ISLAM; KHAN, 2018). Concentracdo de FA de 862
mg L foi reportada para a lula (TAPRAB; SAMEENOI, 2019). FA foi determinado em
concentracdo de 0,17 mg L' em vinho do Porto e de 6,4 mg L' em cachaca. FA
também foi detectado em vegetais enlatados, com maior concentracédo de 95 ug kg*
em beterraba (SERRANO; GALLEGO; SILVA, 2017b); em leite, com concentracdes
gue variaram de ndo detectado a 55 pug L (REZENDE et al., 2017); e em suco de
laranja, com 28 ug L' (SERRANO; GALLEGO; SILVA, 2017a). Jeong et al. (2015)
determinaram FA em diversas matrizes alimentares e encontraram 0S maiores
valores para vinho branco (40,6 pug g*) e café instantaneo (1,52 pug g?). A fritura
diminuiu o teor de FA no ovo de 0,22 para 0,09 pug g?, enquanto aumentou a
concentracdo no 6leo e em carne de porco (0,32 pug g?) (JUNG et al., 2021). Ja4 o
processo de cozimento diminuiu a concentracéo de FA de 0,65 para 0,08 ug g* na
costela de boi. Concentracdes de FA variaram de 0,4 a 0,9 pug g* em o6leos de
cozinha (CUSTODIO-MENDOZA et al., 2020). FA foi encontrado em concentracéo
de 21 a 150 mg kg em peixes (WAHED et al., 2016).

O 2-furfural (2-FAL), também com os nomes de furano-2-carboxaldeido, ou 2-
furfuraldeido, € um aldeido heterociclico formado principalmente como um
intermediario das reac6es de Maillard (VANDERHAEGEN et al., 2007). 2-FAL ja foi
detectado em muitos produtos alimentares, tanto industriais quanto nos preparados
a nivel domeéstico, incluindo derivados de cereais, sucos de fruta, mel, vinho,
cerveja, leite e café (ABU-BAKAR; MAKAHLEH; SAAD, 2014; CAMARA; ALVES;
MARQUES, 2006; CHAICHI et al., 2015; PETISCA et al., 2014; QUARTA; ANESE,
2012; RIBEIRO et al., 2012; VANDERHAEGEN et al., 2007). 2-FAL é considerado
um marcador analitico importante no processo de envelhecimento de cerveja e

vinho, aumentando quase que linearmente com o seu envelhecimento (CAMARA;
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ALVES; MARQUES, 2006; VANDERHAEGEN et al., 2007). Também esta
relacionado com alterac&o de coloragéo da cerveja (VANDERHAEGEN et al., 2006).
2-FAL também ¢é considerado como um marcador positivo de qualidade do café,
sendo que tratamentos que tentaram remové-lo resultaram em uma diminuicdo
significativa da intensidade aromética (QUARTA; ANESE, 2012; RIBEIRO et al.,
2009, 2012).

Chaichi et al. (2015) encontraram concentracdo de 2-FAL na faixa de 1 a 20
mg kg em amostras de café instantaneo e em p6. Andlises entre paes e produtos
de padaria detectaram 2-FAL em menor concentragdo em bolo, de 1,9 mg kg, e em
maior concentracdo em péao, com 5,3 mg kg (PETISCA et al., 2014). Em chocolate,
2-FAL foi detectado com concentracdo de 20 mg kg™ (PETISCA et al., 2014). Entre
algumas bebidas, 2-FAL foi determinado em concentragdo de 0,95 mg por 100 mL
de alcool em tequila (RAMIREZ-GUIZAR et al., 2020), em concentracdo de 3,5 mg
por 100 mL de alcool em cachaca (FRANCO; SUAREZ; DOS SANTOS, 2017), em
concentracdes de 0,12 a 6,13 mg L* em amostras de suco de maca (ABU-BAKAR;
MAKAHLEH; SAAD, 2014) e entre 0,2 e 24 mg L™ em vinho (CAMARA; ALVES;
MARQUES, 2006; PEREIRA et al., 2011).

5.2.2 Efeitos de acetaldeido, formaldeido e 2-furfural na sallde humana

A presenca de aldeidos pode conferir sabor agradavel e aspecto atraente aos
alimentos, no entanto, em elevadas quantidades, aldeidos podem causar efeitos
adversos a saude humana (KISHIKAWA; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019). As
pessoas podem estar expostas a consideraveis quantidades de aldeidos
provenientes de diferentes fontes alimentares, uma vez que eles estdo amplamente
presentes em alimentos e bebidas. Entretanto, poucas informacdes a respeito do
potencial impacto que o consumo de aldeidos em produtos alimentares podem ter
para a saude publica estao disponiveis (PAIANO et al., 2014).

Apés consumido, o etanol é metabolizado no figado a AA e, em seguida, a
acetato, pela alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH),
respectivamente (PAIANO et al, 2014). Essa reacdo geralmente ocorre
rapidamente, porém, ainda assim, o consumo de &lcool aumenta a concentracdo de
AA no organismo humano. Estudos epidemiolégicos sugeriram que o AA, tanto

presente em bebidas alcoodlicas ou formado endogenamente a partir da oxidacdo do
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etanol pela microflora oral, € um carcinogénico, especialmente para a cavidade oral,
o esbfago e o trato digestivo superior (SALASPURO, 2011). Além disso,
experimentos mostraram sua capacidade de formar ligacbes covalentes com o DNA,
induzir danos a reparacéo celular e causar mutacdes (JUNG et al., 2021; PAIANO et
al., 2014). Pessoas com deficiéncia de aldeido desidrogenase mostraram ter
maiores niveis de AA em seu sangue e urina, € mesmo adutos de DNA associados
ao AA em seus linfocitos, portanto, alguns individuos estdo ainda mais susceptiveis
aos efeitos adversos do AA (PAIANO et al., 2014).

Estudos quantitativos da avaliacdo de risco para AA em bebidas alcodlicas,
usando a abordagem da Agéncia de Seguranca Alimentar Europeia (EFSA, do
inglés European Food Safety Agency), concluiram que o consumo de alcool € uma
fonte de exposicao direta & AA e, em conjunto com outras fontes de AA, resulta em
um risco de cancer que requer atencdo (PAIANO et al.,, 2014). A Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on
Carcer) classifica o AA como possivelmente carcinogénico para humanos (Grupo
2B) e como carcinogénico para humanos (Grupo 1) quando o AA é associado ao
consumo de bebidas alcoodlicas (JUNG et al., 2021).

O FA pode causar efeitos adversos a saude humana que variam de irritacéo
dos olhos e do trato respiratério superior, dor de cabeca, naduseas, sonoléncia e
reacdes alérgicas na pele. Além disso, testes animais demonstraram que o FA é um
potencial agente mutagénico e carcinogénico (TEMEL; GURKAN, 2017). O consumo
de FA também esta relacionado a um aumento no risco de leucemia e de cancer na
nasofaringe e esse composto € classificado como carcinogénico para humanos
(Grupo 1) pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (International
Agency for Research on Carcer) (JUNG et al., 2021).

O 2-FAL é irritante para os olhos, pele e trato respiratorio. Ele tem uma dose
letal mediana (LDso) para ratos entre 50 e 127 mg kg (ANESE; SUMAN, 2013), o
gue o classifica como um composto bastante toxico. Ele também €& carcinogénico
para animais, porém com relevancia desconhecida para humanos (A3) (ABRAHAM
et al., 2011). A European Food Safety Authority indica um valor maximo de consumo
de 0,5 mg por kg de peso corporal de 2-FAL (EFSA, 2005).
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5.2.3 Limites regulatorios para aldeidos em alimentos

Limites regulatorios estabelecem uma quantidade méxima de AA em bebidas
alcodlicas de 100 mg por 100 mL de &lcool, porém a quantidade de AA encontrado
nos alimentos indica que esse valor estd muito alto para proteger adequadamente a
saude humana (PAIANO et al., 2014). Estudos que avaliaram o potencial risco de
cancer da populacédo italiana em relacdo a exposicdo a AA em diferentes bebidas
alcodlicas e nédo alcodlicas determinaram a margem de exposicdo mais baixa para
grandes consumidores de vinho (69 mg por 100 mL de &lcool) e sugeriu que
medidas regulatérias e orienta¢cdes ao consumidor sdo necessérias para reduzir a
guantidade de AA em alimentos e bebidas para 0s menores valores que
tecnologicamente forem possiveis de alcancar. Além disso, o AA é classificado pela
FDA como “geralmente reconhecido como seguro”, o que permite que seja utilizado
como aditivo alimentar, entretanto, ja foi sugerido que essa classificacéo deveria ser
reavaliada e atualizada com base nas novas evidéncias a respeito dos potenciais
riscos do AA a saude (PAIANO et al., 2014).

N&o existe um padrdo estabelecido para a ingestdo diaria aceitavel de FA,
entretanto, a European Food Safety Authority (2014) estima que a exposicao total de
FA na dieta ndo deve exceder 100 mg por dia. Devido aos impactos negativos a
salde humana, a Comunidade Europeia estabeleceu um limite de 15 mg kg™ para a
migracado de FA de embalagens de plasticos que fiqguem em contato com o alimento
(TEMEL; GURKAN, 2017).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) através do Programa Internacional
de Seguranca Quimica estabelece uma ingestdo diaria confiavel de 260 mg L de
FA (WHO, 2002).

5.2.4 Métodos empregados para a analise de aldeidos

Para a determinacdo de aldeidos em matrizes alimentares, ambientais e
biologicas, as técnicas cromatograficas de andlise sdo as que mais se destacam,
especialmente por serem adequadas a determinacdo simultdnea de uma grande
variedade de compostos (KISHIKAWA; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019). Entre as
técnicas cromatograficas, HPLC acopladas a detectores UV, FL e MS é

frequentemente utilizada para a analise de aldeidos (BASHEER et al., 2010;
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CORDEIRO et al., 2018; GONCALVES et al., 2010; MA; LIU, 2017; REZENDE et al.,
2017; WAHED et al., 2016).

No geral, os aldeidos ndo possuem grupo croméforo que permita sua
determinacado pelos detectores empregados, portanto, reagdes de derivatizacdo sao
frequentemente aplicadas antes da andlise. Embora alguns aldeidos aromaticos
possam ser determinados por HPLC-UV sem precisar de uma reacdo de
derivatizacdo, essa reacao ndo sO possibilita ou aumenta a sensibilidade, como
pode também aumentar a estabilidade e o controle do comportamento de retencéo
dos aldeidos na coluna do HPLC (KISHIKAWA; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019).

Reagentes derivatizantes baseados em hidrazina tém sido amplamente
usados para promover modificacdes quimicas de aldeidos e compostos carbonilicos.
Entre eles, a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), também conhecida como reagente de
Brady, € o reagente de derivatizacdo mais popular para analises de aldeidos por
HPLC-UV (ZHIAN et al., 2018). Esse reagente é frequentemente escolhido devido a
grande variedade de compostos para 0s quais pode ser usado, ao seu baixo custo e
a consideravel estabilidade dos produtos de reacdo que sao formados
(GONCALVES et al, 2010; ZHIAN et al., 2018). A formacdo de aldeidos
derivatizados com DNPH ocorre conforme ilustrado na Figura 29. O grupo carbonila
dos aldeidos reage com um grupo amina do DNPH sob condi¢des acidas, formando
0 agente derivatizante 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona). O derivatizado
resultante provoca um aumento no coeficiente de absorcdo UV e melhora a retencéo

hidrofébica dos analitos na coluna cromatogréfica (LIN et al., 2009).
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aldeido DNPH DNP-hidrazona

Figura 29 — Reacéo de derivatizacdo entre DNPH e aldeidos
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Acido 4-hidrazinobenzoico e benzidrazida também foram usados
recentemente para a derivatizacdo de aldeidos e deteccéo por UV a fim de melhorar
a solubilidade do reagente em &agua (KISHIKAWA; EL-MAGHRABEY; KURODA,
2019).

Embora seja uma técnica amplamente aplicada, algumas desvantagens
relacionadas ao HPLC-UV j& foram reportadas, entre elas a baixa sensibilidade da
deteccdo UV e problemas de co-eluicdo de compostos, que podem interferir na
determinacdo do analito de interesse. Detectores fluorimétricos (FL) sdo mais
sensiveis e seletivos do que os detectores UV, e muitos reagentes de derivatizacao
para converter aldeidos nao-fluorescentes em seus respectivos derivatizados
fluorescentes também estéo disponiveis. Assim como no caso da derivatizagéo para
deteccédo por UV, agentes que contém o grupo hidrazina sdo os derivatizantes mais
empregados para analise de aldeidos por HPLC-FL (PRIETO-BLANCO et al., 2010).
Entre eles a hidrazina dansila (DNSH) (PEREIRA; CARRILHO; TAVARES, 2002), 4-
(N,N-dimetilamino sulfonil)-7-hidrazino-2,1,3-benzoxadiazol (DBD-H) (IMAZATO et
al., 2014), DBCEEC (YOU et al., 2009) e BODIPY-aminozida sdo alguns dos
reportados para essas analises (XIONG et al., 2010).

GC, especialmente quando acoplada a MS, também & amplamente utilizada
para determinacBes cromatograficas de aldeidos (ARIAS-PEREZ et al., 2021;
CHAICHI et al., 2015; CUSTODIO-MENDOZA et al., 2020; PASTOR-BELDA et al.,
2017). No caso de aldeidos volateis, podem ser realizadas analises diretas da
amostra pelo GC, sem necessidade de uma reacéo de derivatizacdo (ARIAS-PEREZ
et al., 2021; RAMIREZ-GUIZAR et al., 2020). Entretanto, ainda é preferivel realizar
uma reacdo de derivatizacdo a fim de melhorar a estabilidade, volatilidade e
eficiéncia de ionizacdo dos aldeidos na analise por GC-MS (JEONG et al., 2015;
JUNG et al., 2021; PASTOR-BELDA et al., 2017; WEI et al., 2019). Reagentes com
grupo hidrazina também sao utilizados para derivatizacédo dos aldeidos para andlise
por GC. Embora DNPH também possa ser usado para analise por essa técnica
cromatografica, a baixa volatilizacdo e estabilidade térmica dos derivatizados
sugerem que ele ndo é adequado para as analises por GC (KISHIKAWA; EL-
MAGHRABEY; KURODA, 2019; SHIBAMOTO, 2006).
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5.2.5 Técnicas de tratamento de amostras para andlise de aldeidos

Muito frequentemente, a extracdo de aldeidos das amostras é realizada
utilizando SPME e suas variagdes, principalmente headspace solid phase
microextration (HS-SPME), como técnica de tratamento de amostra previamente a
determinacéo dos aldeidos por HPLC ou GC (ARIAS-PEREZ et al., 2021; BANOS;
SILVA, 2009; XU et al., 2010, 2011). Especialmente para o caso de GC, técnicas
HS-SPME sdo amplamente combinadas a andlise das amostras (ARIAS-PEREZ et
al., 2021; CHAICHI et al., 2015; JUNG et al., 2021; RAMIREZ-GUIZAR et al., 2020;
RIBEIRO et al., 2009; SERRANO; GALLEGO; SILVA, 2017a, 2017b).

HS-SPME e GC-MS foram usados para determinacdo de aldeidos em
amostras de vegetais enlatados e sucos de fruta (SERRANO; GALLEGO; SILVA,
2017b, 2017a), para determinacdo de aldeidos em bebidas alcodlicas (PAIANO et
al., 2014; RAMIREZ-GUIZAR et al., 2020), em café (PETISCA et al., 2013; RIBEIRO
et al.,, 2009, 2012; YANG et al., 2016), legumes, vinho e queijos (JEONG et al.,
2015). SPME-GC-MS foi usada para determinacdo de aldeidos em amostras de
carne, 6leo e ovos (JUNG et al., 2021)

Extracdo por SPME e HPLC-UV foram usadas para analise de aldeidos em
agua da chuva (BASHEER et al., 2010), leite (REZENDE et al., 2017), e solu¢cdes
aquosas (BANOS; SILVA, 2009) e em plasma e urina (XU et al., 2011).

Algumas outras técnicas de extracdo também reportadas para aldeidos foram
HS-LPME-GC-MS para determinacéo de 2-FAL em café (CHAICHI; MOHAMMADI,
HASHEMI, 2013), single drop micro extraction (SDME) para determinacdo de
aldeidos em aguas de rio e mar (LIU Q. et al., 2010), ultrassound assisted cloud
point extraction (UA-CPE) com determinacdo espectrométrica para determinacéo de
FA em bebidas (TEMEL; GURKAN, 2017). Extrac&o liquido-liquido com particdo a
baixa temperatura e deteccdo por HPLC-UV foi usada para extrair FA de amostras
de leite (REZENDE et al., 2017). FA e AA foram extraidos de aguas de rios e mares
por micro extracdo de gota Unica com liquido idnico e analise por HPLC-UV (LIU Q.
et al., 2010).

A técnica de SALLE foi empregada para extrair aldeidos alifaticos de
amostras de plasma humano com alta eficiéncia, exatiddo e precisdo, usando
acetonitrila como solvente de extragcdo e NaCl como sal indutor da separacao de

fase. Além disso, a técnica foi considerada a melhor entre as avaliadas para a
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extracdo de benzaldeido dessas amostras, com recuperacdo na faixa de 94-98 %
(KISHIKAWA,; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019).

SALLE também foi combinada com DLLME para a extracdo de oxaldeidos de
amostras de urina (PASTOR-BELDA et al., 2017). Nessa andlise foi usado o extrato
de acetonitrila do SALLE como solvente de dispersédo da DLLME e tetracloreto de
carbono como solvente de extracdo. Essa combinacdo resultou em alto fator de
enriquecimento do analito e 6timas taxas de recuperacéo (95-107 %).

SALLE também foi usada junto com micro extracdo liquido-liquido assistida
por vortex para potencializar a extragcao de furfurais em amostras de fruta. Taxas de
recuperacdo de 80 % foram consideradas satisfatérias e alcancadas utilizando
1-hexanal como solvente de extracdo e NaCl para promover um efeito salting-out
(ABU-BAKAR; MAKAHLEH; SAAD, 2014).

5.2.5.1 Microextracao por difusdo gasosa (GDME)

A microextracdo por difusdo gasosa (GDME, do inglés Gas Difussion
Microextraction) é uma técnica de extracdo muito conveniente quando os analitos de
interesse sdo compostos volateis e semivolateis. Nessa técnica, € utilizado um
sistema de extracdo, representado na Figura 30, composto por um moédulo de
politetrafluoroetileno (PTFE) de dimensdes reduzidas e uma membrana hidrofobica
microporosa e semipermeavel. Conforme ilustrado, esse médulo é composto por
uma peca superior (a), uma peca inferior (c) e uma membrana (b). O reagente de
derivatizacdo € dissolvido em um solvente de extracdo e ambos sdo inseridos no
modulo de PTFE. Uma solugcdo com a amostra (d) € inserida em um frasco (e) e este
é fechado em torno do médulo. A amostra € mantida sob agitacdo constante (f) e

aguecimento (g) para promover a volatilizacdo dos analitos.



128

(a) °

(€) =wwemmeeeet

(c) .

o—)—5

) ——<>

Jo 0O

Figura 30 — Esquema do dispositivo de extracdo do GDME. (a) parte superior, (b)
membrana, (c) parte inferior, (d) amostra, (e) frasco, (f) agitador magnético, ()
chapa de aquecimento
Fonte: Adaptado de Gongalves et al. (2010).

A funcdo da membrana utilizada no dispositivo de extracdo € permitir a
transferéncia de massa dos analitos volateis e semivolateis, porém evitar a difuséo
dos solventes e demais componentes da matriz da amostra. Uma vez que 0s
analitos volatilizados transpassam a membrana semipermeavel, eles séo recolhidos
pelo solvente de extracdo. Como o0 solvente de extracdo contém o reagente de
derivatizacdo, a extracdo e a derivatizacdo sdo realizadas simultaneamente. O
processo de derivatizacdo retira constantemente os analitos do solvente de
extracdo, de forma que ndo ocorre uma saturacdo do solvente e um significativo
enriquecimento e alta sensibilidade de extracdo sédo alcancados (GONCALVES et
al., 2010; KISHIKAWA; EL-MAGHRABEY; KURODA, 2019; PACHECO et al.,
2010Db).

Técnicas de extracdo que utilizam membranas ja foram aplicadas em muitos
processos industriais e sua aplicacdo analitica tem se difundido cada vez mais
(PACHECO et al., 2010b). A membrana separa a solucdo da amostra, chamada de
solucdo doadora, de uma solucdo aceptora, e as moléculas do analito passam
através da membrana da fase doadora para a aceptora. Se o sistema for deixado
tempo suficiente sob as condi¢cdes que permitem a extracdo, um equilibrio entre as
fases é alcancado (JONSSON; MATHIASSON, 2001). Em técnicas de separagdo
classicas que utilizam membranas, como filtracdo e dialise, as solu¢cdes dos dois
lados da membrana estdo em contato fisico através dos poros da membrana, a

diferenca de tamanho dos poros é que promove a separacdo devido aos gradientes
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de pressdo e de concentragdo (MOSKVIN; NIKITINA, 2004). Outras formas de
trabalhar com membranas em técnicas de separacdo consistem na sua impregnacao
com um solvente (CUKROWSKA et al., 2004) ou na sua utilizagdo como uma
terceira fase no meio de um fluxo entre a fase doadora e a fase aceptora
(GONCALVES et al., 2010; JONSSON; MATHIASSON, 2001; MOSKVIN; NIKITINA,
2004; PACHECO et al., 2010b).

Alguns fatores afetam a eficiéncia das extracdes que utilizam membranas,
entre eles a temperatura da extracdo, os solventes das solucdes aceptoras e
doadoras, adsor¢cdo dos analitos no material da membrana e porosidade da
membrana. Um aumento na temperatura tende a causar um aumento na eficiéncia
da extracdo, enquanto que a adsorcdo dos analitos ao material da membrana
diminui a eficiéncia da extracdo e causa efeitos de memoria (KUOSMANEN et al.,
2003).

O dispositivo usado na GDME foi apresentado por Gongalves et al. (2010) de
forma similar a um médulo de difusdo de gas sem membrana descrito anteriormente
(PACHECO et al., 2010a). A coleta do analito via reacéo € enriquecida e acelerada

pela presenca de um agente de derivatizacdo (Ygcepror).- CoOnsiderando que na
reacao de derivatizacéo, o analito (x) vai reagir Com 0 Y,ceptor € Produzir um produto

estavel (z), que ha um fluxo estacionario entre a solucdo doadora e a aceptora e,
considerando também, que o conteddo de massa do analito no headspace nao é

significativo, o coeficiente de distribuicdo sera dado de acordo com a equacéao 8.

[xaceptor] + [Zaceptor] (8)

Xdoador

Daceptor/doador =

Assumindo que os coeficientes de atividade sdo iguais a 1, ou seja,
assumindo que as valores de atividade séo iguais as concentracfes, a constante de

equilibrio da reacdo de derivatizagdo (Kgerivatizacio) € descrita de acordo com a

equacao 9.

[z] (9)

Kderivatila*?ﬁo - m
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As duas equacOes descritas a cima podem ser reagrupadas conforme

descrito pela equacéao 10:

[xaceptor] -(1 + [Yaceptor] -Kderl’vatizagﬁo ) (10)

Dacep tor /doador —

[xdoador]

Onde, [Xgceptor)/[ Xaoador] € O CO€ficiente de parti¢ao liquido-liquido, que nesse
caso € igual a 1. Fornecendo a equacao 11 descrita abaixo para o coeficiente de

distribu |gé0 (Daceptor/doadm”) :

(11)
Daceptor/doador =1+ [Yaceptor] -Kderl’vatizagéo

A equacao 11 indica que com um alto valor da constante de equilibrio da
reacdo de derivatizagao (Kgerivatizacio) qU€ € comum nesse tipo de reagao, fatores
de enriquecimento significativos podem ser atingidos. Portanto, limites de deteccéo
baixos podem ser alcancados com o uso de GDME (GONCALVES et al., 2010).

As principais vantagens da técnica GDME para analise de aldeidos séo a
facilidade de montagem do dispositivo e de execucdo da andlise, baixo custo
guando comparada com a técnica mais frequentemente empregada para
determinacao de aldeidos, que € a SPME, e bons resultados de reprodutibilidade e
seletividade para o procedimento de extracdo, especialmente se um reagente de
derivatizacao estiver presente na solucédo aceptora.

GDME foi usada para a determinacédo de aldeidos em cerveja usando DNPH
como reagente de derivatizagdo. Os resultados mostraram um LD de 12 ug L para
AA e de 1,5 ug L para FA (GONCALVES et al., 2010). GDME também foi utilizada
para extracdo de FA, AA, 2-FAL, acroleina e butanal em diferentes bebidas
alcodlicas usando acido 4-hidrazinobenzdico como reagente de derivatizacdo e o LD
foi maior que 0,15 mg L para todos os analitos analisados (LIMA et al., 2018).
Aldeidos em sementes de café foram analisados por GDME e HPLC-DAD-MS/MS
para estudar o perfil dos compostos carbonilicos de diferentes variedades de café
(CORDEIRO et al., 2018). GDME com derivatiza¢cdo simultdnea com acetilacetona e
determinacdo espectrofotométrica foi usada para determinagdo de FA em cortica e
apresentou LD de 0,14 mg kg?! (BRANDAO et al., 2017). AA, FA, acroleina,
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propanodial, propanal e pentanal foram extraidos de 6leos de cozinha por GDME
combinada com DLLME e analisados por GC-MS, alcangando LD entre 0,05 e 0,1
ug g e recuperacdes entre 95 e 110 %. FA também foi analisado em cosméticos
com extracado por GDME e deteccdo por imagens digitais usando um smartphone,
com um LD de 0,2 mg kg ! (LAMARCA et al., 2019).

Outras aplicagfes utilizando GDME que j& foram reportadas incluem, extracao
de sulfito em vinho (RAMOS et al., 2016), extracédo de pesticidas organoclorados de
leite (LOBATO et al., 2021), extracdo de amdnia de urina, silagem, grao e chorume
(VALENTE et al., 2017b), extracdo de a-diacetonas de paes (FERREIRA R. et al.,
2015) e para verificar a eficiéncia da protecdo do ago por inibidores de corrosao
volateis (VALENTE et al., 2020).

5.3 Objetivos

e Desenvolver um método para determinacao de aldeidos volateis em amostras
de café utilizando GDME e SALLE como técnicas de extracdo e HPLC-UV
para deteccao de formaldeido, acetaldeido e 2-furfural.

e Otimizar a técnica GDME para extracéo de aldeidos volateis em amostras de
café

e Otimizar a técnica SALLE para obter a melhor recuperacdo dos aldeidos de
amostras de café apos extracédo por GDME

e Realizar a validacdo do método analitico proposto para determinacdo de
formaldeido, acetaldeido e 2-furfural

e Aplicar o procedimento de extracdo por GDME e SALLE para analise de

aldeidos em amostras variadas de café em poé e instantaneo

5.4 Parte Experimental

Nesta secdo sao descritos os reagentes e procedimentos utilizados para o

desenvolvimento e otimizacdo do método proposto de SALLE e GDME.
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5.4.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico e
nenhuma purificacéo foi aplicada previamente a sua utilizacdo. As solu¢gbes aquosas
foram preparadas com &gua ultrapura de resistividade maior que 18,2 MQ cm e
temperatura de 25 °C. Acetaldeido (AA), formaldeido (37 %) (FA), 2-furfural (2-FAL),
acetonitrila (ACN), fosfato de sodio dibasico e fosfato de sd6dio monobasico e 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Acido cloridrico, cloreto
de sdédio, sulfato de magnésio, acetato de amdnio, cloreto de potassio e carbonato
de sodio foram adquiridos pela Nuclear. Sulfato de amdnio foi adquirido pela Reagen
e acido formico pela Merck. As amostras de café em po e instantaneo foram
adquiridas em supermercados locais.

A solucdo tampédo de fosfato de sodio (PBS, do inglés Phosphate Buffer
Solution) é preparada com concentracdo de 10 mmol L com fosfato de sédio
dibasico e fosfato de sédio monobasico. O pH da solucdo tampao é ajustado para
7,4 com HC| e NaOH.

Solucbes estoque de AA e FA sdo preparadas em concentracdo de
2000 mg L cada em PBS pH 7,4. Solucdo estoque de 2-FAL é preparado na
concentracdo de 1000 mg L em PBS pH 7,4.

5.4.2 Preparacédo do reagente de derivatizacao

O reagente de derivatizagdo é preparado em concentracdo de 2,5 mmol L
(0,5 g LY. Para o preparo do reagente de derivatizagdo, 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) é dissolvida em solugcdo com 20 % (v/v) de HCI 1,0 mol L* e volume
completado com uma mistura de agua e acetonitrila na proporcédo de 1:1 (v/iv). A
solucdo deve ser deixada sob agitacdo até completa homogeneizacdo. O reagente

deve ser preparado diariamente.
5.4.3 Microextracdo por gas difusdo (GDME)
O sistema de microextracdo por difusdo gasosa (GDME) esta ilustrado na

Figura 31. Para a execucdo do procedimento, 10,0 mL de solugcdo padrdo ou

amostra sdo inseridos em um frasco e este € fechado com o médulo de extracéo.
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Para os procedimentos de extracdo em amostras, 0,5 g de café em p6 e instantaneo
foram pesados diretamente no frasco do GDME e solubilizados com 10,0 mL de
agua. O modulo de extracdo é composto por uma membrana hidrofébica que é
permeéavel a passagem de componentes gasosos. Nesse trabalho, foi utilizada uma
membrana hidrofébica microporosa Mitex™ de 5,0 um (Merck Millipore). No médulo
de extracdo é adicionado 1,0 mL do reagente de derivatizagdo, DNPH 2,5 mmol L.
O sistema é entdo mantido sob agitacdo de 400 rpm em agitador magnético MR Hei-
Tec (Heidolph Instruments), com aquecimento em banho maria a 60 °C por 15

minutos.

DMNPH
b
maodulo de
extracao
tampa
frasco membrana
agua
amostra

pastilha
magnética

agitador ———»,
magnético

Figura 31 — Representacdo esquematica do sistema de microextracado por difusédo
gasosa
Fonte: Elaborada pela Autora (2022).

5.4.4 Extracao liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE)

O procedimento de extragao liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE) é
executado apds extracdo das espécies volateis, que incluem os aldeidos das
amostras e solucdes padrdo, por GDME. Da solucdo aceptora, contendo o
derivatizante e os analitos extraidos, uma aliquota de 400 pL é retirada e transferida
para um tubo Eppendorf. A essa aliquota, sdo adicionados 600 pL de acetonitrila e
0,05 g de NaCl. A solucdo no tubo é agitada em vortex por 1 minuto e centrifugada

por 10 minutos a 2000 x g (6000 rpm) em uma mini centrifuga MLX-106 (Crystal
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Industries). Apoés centrifugagcdo, uma aliquota da fase superior € transferida para um
vial para ser injetada em sistema HPLC-UV para separacdo e determinacdo dos
aldeidos derivatizados.

5.4.5 Condi¢Bes Cromatograficas

A separacao cromatografica e determinacao dos aldeidos derivatizados, apos
extracdo das amostras e solucdes padrdo por GDME e SALLE, é realizada utilizando
um sistema HPLC da Shimadzu, com auto amostrador e detector ultravioleta (UV).
Os compostos sao determinados em comprimento de onda de 365 nm. Uma coluna
cromatografica Phenomenex C18, com 250 mm de comprimento, de 4,6 mm de
diametro e particulas de 5 pum, e coluna guarda de 4,0 mm e 3,0 mm da
Phenomenex sdo usadas em forno Shimadzu a temperatura de 30 °C para as
separacdes cromatograficas. Para o programa de eluicdo é utilizado o modo
gradiente, com fase movel composta por 0,1 % de acido férmico em agua (solvente
A) e acetonitrila (solvente B). O fluxo da fase mével é fixado em 1,0 mL min?t e o
volume de injecdo das amostras em 20 pL. O programa de eluicdo é baseado em
meétodo previamente reportado na literatura (GONCALVES et al., 2010; LIN et al.,

2009) com modificacOes e esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4 — Programa de eluicdo utilizado para as separacdes
cromatograficas dos aldeidos em HPLC-UV

Tempo Solvente A Solvente B
(minutos) (%) (%)
0 65 45
1 65 45
5 45 65
9 0 100
14 0 100
20 65 45
25 65 45

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
5.4.6 Verificacdo das melhores condi¢cdes de extracao
Para verificar o melhor solvente para compor a fase doadora do sistema

GDME, solucdes padroes de 50 mg L de cada aldeido foram preparadas com 10,0

mL de agua, PBS pH 7,4 e etanol 12 % (v/v). Essas solugfes foram adicionadas ao
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frasco do sistema de extracdo e mantidas sob agitacdo e aquecimento a 60 °C por
15 minutos.

Também foi verificada a vantagem de empregar a técnica SALLE
posteriormente a extracdo por GDME. Para isso, foram realizados 3 procedimentos
(A, B e C), preparados conforme descrito:

Procedimento A: uma solucdo de 10,0 mL contendo 50,0 mg L* de cada
analito em &gua foi adicionada no frasco e 1,0 mL de solucdo de DNPH foi
adicionado no médulo de extracdo. A amostra foi submetida ao procedimento de
extracdo por GDME a 60 °C por 15 min e, apds transcorrido esse tempo, uma
aliquota da solucao extratora foi transferida para vial e analisada por HPLC-UV.

Procedimento B: uma solucdo de 10,0 mL contendo 50,0 mg L* de cada
analito em agua foi adicionada no frasco e 1,0 mL de solugdo de DNPH foi
adicionado no modulo de extracdo. A amostra foi submetida ao procedimento de
extracdo por GDME a 60 °C por 15 min e, ap0s transcorrido esse tempo, uma
aliquota de 0,4 mL da solucdo extratora for transferida para um tubo Eppendorf
contendo 5 mg de NaCl. Ao tubo foram adicionados mais 0,6 mL de ACN e a
solucéao foi centrifugada por 10 minutos. Apos transcorrido esse tempo, uma aliquota
da fase superior formada foi transferida para vial e a amostra foi analisada por
HPLC-UV.

Procedimento C: uma solug¢do de 10,0 mL contendo 20,0 mg L* de cada
analito em agua foi adicionada no frasco e 1,0 mL de solucdo de DNPH foi
adicionado no modulo de extracdo. A amostra foi submetida ao procedimento de
extracdo por GDME a 60 °C por 15 min e, ap0s transcorrido esse tempo, uma

aliquota da solucéo extratora foi transferida para vial e analisada por HPLC-UV.

5.4.7 Otimizacdo das condicbes de GDME

Para avaliar a melhor temperatura e tempo de extracdo por GDME, foram
utilizadas solugbes padrdo com 20 mg L' de cada aldeido em procedimentos
realizados conforme descrito nas secdes anteriores. Para verificar a melhor
temperatura, extracdes foram realizadas em 15 minutos com temperatura nos
valores de 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C. Para verificar o melhor tempo de extracéo,
foram realizados procedimentos com 5, 10, 15, 20 e 30 minutos com a temperatura

mantida em 60 °C.



136

5.4.8 Otimizacéo das condi¢gOes de SALLE

Para avaliar a composicdo do sal que mais favoreceria a extracdo dos
aldeidos, 0,05 g de (NH4)2SO4, Na2SOa4, NH4CH3CO2, MgS0Oa4, KCI, Na>CO3 e NaCl
foram utilizados como possiveis eletrélitos para promover o efeito salting-out. Com o
objetivo de determinar a quantidade de NaCl que promove a melhor extracdo dos
aldeidos das amostras, NaCl foi adicionado nas quantidades de 5; 10; 20; 30; 40; 50

e 70 mg. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

5.4.9 Avaliagdo dos parametros analiticos

Para a construcao da curva de calibracao, solu¢des padrao de concentracdes
de 0,005; 0,25; 0,5; 1; 2,5 e 5,0 mg L de cada aldeido foram preparadas e 10,0 mL
foram adicionados no frasco do sistema GDME. O sistema foi fechado com o modulo
de extracédo e o procedimento de extracdo e analise sucedeu conforme descrito nas
secdes anteriores. Com a area do pico do sinal de absorbancia fornecido pelo
detector UV (em unidade mAU) foi construida uma curva de calibracdo para verificar
a linearidade entre a resposta do detector com as concentracdes dos aldeidos.

Uma curva com adicao de padréo foi construida para verificar a interferéncia
da matriz no sinal obtido pelas analises. Para os experimentos com adicdo de
padrdo, 500 mg de amostra de café instantaneo foram pesados no frasco do sistema
de extracdo e 10,0 mL de solucdo padrdo dos aldeidos, preparadas nas mesmas
concentragfes das solucdes da curva de calibracdo, foram adicionadas a amostra.

A repetibilidade do método foi avaliada pela analise de 6 réplicas preparadas
no mesmo dia com solucdo padrdo de cada aldeido nas concentracdes de 0,1; 1 e
10 mg L' e submetidas ao procedimento de extracdo e andlise propostos. A
reprodutibilidade do método foi avaliada pela andlise em dias diferentes de 6
amostras de solucbes padrdo com concentracdes de 0,1; 1 e 10 mg L* de cada
aldeido submetidas ao procedimento de extracdo e andlise propostos. A
recuperacdo do método proposto foi avaliada para 0s mesmos niveis de
concentracdo dos aldeidos utilizadas para repetibilidade e reprodutibilidade (0,1; 1 e
10 mg L1).
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A reacdo de FA, AA e 2-FAL com DNPH sob condi¢Bes &cidas produz os

produtos derivatizados

ilustrados na Figura 32. O programa de eluicdo

cromatografico utilizado para analise por HPLC-UV permitiu a separacdo dos

aldeidos e determinacdo de seus respectivos compostos derivatizados. A Figura 33

demonstra o cromatograma obtido apos a extracéo e analise de uma solucdo padréo

de 20 mg L de cada um dos aldeidos.
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Figura 32 — Produtos formados pela reacéo de FA, AA e 2-FAL com o reagente de
derivatizacdo DNPH
Fonte: Elaborada pela Autora (2022).
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Figura 33 — Cromatograma da analise por HPLC-UV de solucéo padréo de
20 mg L de FA, AA e 2-FAL extraidos por GDME e SALLE
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

5.5.1 Verificacdo das melhores condi¢cOes de extracao

Foi verificado o melhor solvente para ser utilizado na fase doadora e que
poderia proporcionar a melhor volatilizacdo dos aldeidos dos padrdes e amostras na
extracdo por GDME. Para isso, foi avaliada a area do pico cromatografico obtido
para os aldeidos apds extracOes realizadas sob as mesmas condicbes e com as
mesmas concentracoes de FA, AA e 2-FAL, alterando o solvente que foi usado para
diluir os padrdes. A Figura 34 mostra os resultados da area do pico obtida para
extracoes realizadas utilizando como solvente agua deionizada (A), tampao de
fosfato de sédio (PBS) em pH 7,4 (B) e etanol 12 % (v/iv) (C). As extracdes
realizadas utilizando agua como solvente apresentaram os melhores resultados para
os 3 analitos avaliados. Quando comparada com a extracdo onde tampéo PBS foi
utilizado como solvente, a extracdo em agua apresentou um incremento da area do
pico de 157, 361 e 742 % de FA, AA e 2-FAL, respectivamente. Quando comparada
com a extracdo utilizando mistura de etanol e agua como solvente, a extracdo com
agua teve um incremento de 153, 169 e 1068 % no sinal da area do pico para FA,

AA e 2-FAL, respectivamente. Com isso, agua foi escolhida como o solvente da fase
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doadora e foi utilizada para diluicdo dos padrdes e amostras nos experimentos
posteriores.
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Figura 34 — Escolha do solvente da fase doadora para a extracéo por GDME:
(A) - agua deionizada; (B) - PBS pH 7,4; (C) - etanol 12 % (v/v)
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Para avaliar o efeito de adicionar uma etapa de SALLE ao procedimento de
extracdo, foram comparadas as areas do pico obtidas para 3 procedimentos,
preparados conforme descrito na secdo 5.4.6. Os resultados obtidos estédo
representados na Figura 35. O procedimento (A) corresponde a analise de uma
amostra de 50 mg L de FA, AA e 2-FAL, cuja extracéo foi realizada sem adicéo de
uma etapa de SALLE. O procedimento (B) corresponde a analise de uma amostra
de aldeidos com concentracdo de 20 mg L, em que a etapa de SALLE foi
adicionada apos a extracdo por GDME. O procedimento (C) corresponde a analise
de uma amostra de aldeidos com concentracdo de 20 mg L, em que a extragédo foi

realizada sem a etapa de SALLE.
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Figura 35 — Avaliacdo da etapa SALLE para tratamento da amostra apés extracao
de FA, AA e 2-FAL por GDME: (A) - 50 mg L dos aldeidos, sem SALLE; (B) - 20 mg
L dos aldeidos, com SALLE apés a extragdo por GDME; (C) - 20 mg L dos
aldeidos, sem SALLE
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Quando a técnica SALLE foi adicionada ao procedimento de extracdo, a area
do pico observada teve um incremento de 812, 1033 e 531 % de FA, AA e 2-FAL,
respectivamente, em relacdo ao procedimento em que as mesmas concentracdes de
aldeidos foram extraidas sem que a etapa de SALLE fosse adicionada. Quando
concentracfes maiores de aldeidos foram analisadas sem a insercdo de SALLE no
procedimento de extracdo, as areas dos picos resultantes foram menores do que
aquelas obtidas quando SALLE foi usada para extrair concentracbes menores de
aldeidos. Portanto, a adicdo de acetonitrila e de NaCl a solucdo aceptora permitiu
isolar os analitos e aumentar a extracdo deles para a fase orgéanica, tornando-os
mais disponiveis para 0 reagente de derivatizacdo. Dessa forma foi possivel
alcancar maiores concentracdes do analito no solvente de extracdo e aumentar a

sensibilidade de deteccdo do método.
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5.5.2 Otimizagao das condi¢des de SALLE

A adicao de um sal a solugéo aquosa tem o efeito de enfraquecer a ligagdo de
hidrogénio entre os analitos hidrofilicos e as moléculas de agua, o que reduz a
solubilidade do analito em 4gua e aumenta sua transferéncia de massa para a fase
organica. Para a escolha do sal e da quantidade que proporcionam a melhor
transferéncia dos analitos para a fase organica, foram realizados procedimentos de
extracdo conforme descrito para os métodos GDME e SALLE, porém na SALLE
foram alterados os tipos de sais e as massas de sais utilizados para promover o
efeito salting-out, e foi analisado a maior area de pico obtida para os aldeidos
analisados.

Apoés a adicao do sal a solucéo, foi possivel observar visualmente variacdes
entre a solubilidade de alguns deles no meio. As massas de NH4CHs3CO: e
(NH4)2SO4 adicionadas dissolveram totalmente. KCI e NaCl tiveram uma boa
dissolugcdo, mas um pouco da massa adicionada permaneceu no tubo de reacéo.
MgSO4, Na,COs, Na>SO4 deixaram bastante residuo no tubo da solucdo. Entre os
sais analisados como possiveis eletrélitos (Figura 36), NaCl apresentou as maiores
areas de pico cromatografico e foi escolhido para promover o efeito salting-out e
potencializar a extracao dos analitos nos procedimentos de SALLE.

Para a escolha da quantidade de sal que poderia promover melhores
recuperacfes dos aldeidos pelo efeito salting-out, a SALLE foi realizada utilizando
diferentes quantidades de NaCl (Figura 37). Para o AA, as adicdes crescentes de sal
corresponderam mais notadamente a maiores valores na area dos picos
cromatograficos observados pela andlise por HPLC-UV, indicando uma grande
sensibilidade na recuperacao desse aldeido com o aumento na quantidade de NacCl
adicionado. Porém, para o maior valor analisado (0,07 g de NaCl) a recuperacédo do
AA apresentou um decaimento e uma maior variagcdo na area do pico, indicando ser
a quantidade de 0,05 g de NaCl a mais adequada para a recuperacédo do AA pela
SALLE.
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Figura 36 — Area dos picos cromatograficos obtido para os eletrolitos utilizados na
SALLE para extracéo de FA, AA, e 2-FAL
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Figura 37 — Area dos picos cromatograficos obtido para diferentes quantidades de
NaCl utilizadas na SALLE para extracdo de FA, AA e 2-FAL
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Para a recuperacao do FA, também representado na Figura 37, a quantidade
de NaCl teve uma influéncia menor, porém, ainda assim, observa-se que maiores

sinais de recuperacdo sdo observados quando sal € adicionado para promover a
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reacdo. Uma adicdo de 0,01 g de NaCl a mistura de solugédo aceptora do GDME e
acetonitrila ja promove incrementos nos sinais de recuperacdo do FA. Porém, com
0,07 g a média de sinal observado apresenta um caimento, mesmo comportamento
gue foi observado para a recuperacdo do AA com essa quantidade de sal.
Comportamento semelhante de aumento da eficiéncia da extragdo com o aumento
da quantidade de sal adicionado, seguido por um decréscimo para concentracdes
mais elevadas do sal, também foi observado para extracao de aldeidos por SALLE
acoplada a extracdo por voértex em amostras de suco de fruta (ABU-BAKAR,;
MAKAHLEH; SAAD, 2014).

Na recuperacdo do 2-FAL para diferentes quantidades de NaCl, ocorreram
algumas variacbes entre 0s sinais observados que tornaram as recuperacdes
similares, entretanto a adicdo de eletrélito mostrou ter efeito importante para
resultados mais satisfatorios de recuperacéo desse aldeido. Junto com os resultados
observados na recuperacao de FA e AA com diferentes quantidades de NacCl, 0,05 g
deste sal mostrou ser a escolha mais conveniente para a realizacdo das extracdes

de 2-FAL e dos demais aldeidos.

5.5.3 Otimizacéo da técnica GDME

Uma vez que a extracdo dos analitos por GDME é baseada na sua passagem
para fase de vapor, a temperatura € um importante fator que precisa ser controlado
e otimizado. O sinal obtido para as extracfes realizadas com diferentes
temperaturas esta ilustrado na Figura 38, e demostrou que a temperatura de 60 °C é
a melhor entre as testadas para a volatilizacdo e coleta dos aldeidos. O coeficiente
de difusdo dos vapores aumentam com a temperatura e a constante de Henry
diminui com o aumento da temperatura, por isso usualmente, maiores taxas de
extracao sao alcancadas em temperaturas mais elevadas (PACHECO et al., 2010b).
Todos os aldeidos analisados apresentaram um aumento na éarea do pico
cromatografico com a mudanca de temperatura de 50 para 60 °C, mas o AA teve a
recuperacéo mais favorecida com esse aumento. A 70 °C a recuperacdo média da
area do pico do FA continuou a aumentar, entretanto a do AA e do 2-FAL diminuiram
e as variagdes no resultado aumentaram para os trés analitos. Em temperaturas
mais elevadas, pode ocorrer um favorecimento das reacdes de absorcdo dos

analitos no solvente de extracdo, entretanto, também ocorre diminuicdo da
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solubilidade dos analitos no solvente, pois podem se desprender da solugdo mais
facilmente em altas temperaturas. Ambos os processos sdo interdependentes nesta
fase de coleta do analito. Portanto, 60 °C foi a temperatura adotada para o0s

procedimentos de extracao.
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Figura 38 — Analise dos resultados da area do pico cromatografico dos aldeidos
para diferentes temperaturas de extracdo adotadas para o procedimento GDME
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

O tempo de extracdo também € um fator que influencia diretamente na
extracdo dos analitos. Tipicamente, apdés um longo periodo de tempo pode ocorrer
uma saturacao na solucdo de extracdo, entretanto, ndo € necessario trabalhar com o
tempo de saturacdo de extracdo, apenas utilizar o mesmo tempo pré-estabelecido
para a realizacdo de todas as analises (PACHECO et al., 2010b). Goncalves et al.
(2010) consideraram que 5 minutos de extracdo a 30 °C ja eram suficientes para
analisar aldeidos em cerveja por extracdo por GDME, porém adotaram o tempo de
15 minutos e a temperatura de 60 °C para garantir melhores resultados. Custodio-
Mendonza et al. (2020) realizaram extracdo de aldeidos de amostras de 6leos de
cozinha usando GDME, com 30 minutos de extracdo e temperatura de 65 °C.
Brandao et al. (2017) utilizaram 30 minutos de extracéo e 60 °C para extragao de FA
de amostras de cortica e andlise espectrofotométrica. Lima et al. (2018)

determinaram FA, AA, 2-FAL, acroleina, butanal, propanal e benzaldeido em
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diferentes bebidas alcoodlicas por GDME com 20 minutos de extracdo a 60 °C.
Cordeiro et al. (2018) analisaram aldeidos em sementes de café por GDME com 16
minutos de extracdo a 40 °C.

Os experimentos executados variando-se o tempo de extracdo das amostras
pelo GDME sdo mostrados na Figura 39. Pode ser observado que os aldeidos
tiveram um aumento na area do pico cromatografico com o aumento de 10 para 15
minutos de extracdo. AA foi o analito que teve um aumento mais significativo no
sinal da resposta com esse tempo. Com 20 minutos de extragdo, FA teve uma
diferenca pouco significativa no aumento da area do pico, enquanto AA e 2-FAL
tiveram uma resposta menor. Ainda que as areas dos picos de AA e 2-FAL tenham
voltado a aumentar com 30 minutos de extracdo, ndo alcancaram resultados
melhores do que aqueles observados para extracdes realizadas em 15 minutos que
justificassem a adocédo de tempos de extragdo mais longos. Dessa forma, 15
minutos pareceu ser o tempo mais adequado para a realizacdo do procedimento e

foi o periodo estabelecido para as analises posteriores.
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Figura 39 — Areas dos picos cromatograficos observadas para os diferentes tempos
de extracdo adotados para o GDME
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Outro fator importante a considerar na GDME é a agitagdo da amostra, pois

ela favorece um aumento na volatilizagdo das espécies para a fase de vapor e,
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portanto, disponibilizacdo das espécies volateis para a solucdo aceptora. Trabalhos
publicados anteriormente demonstraram que a agitacdo tem influéncia até um certo
ponto da extragéo, a partir do qual permanece constante (PACHECO et al., 2010b).
Possivelmente, seu papel é apenas homogeneizar a amostra e levar o analito para
interface liquido-g4s. Por isso, a agitacdo ndo foi avaliada como fator a ser
otimizado para a extracdo dos aldeidos neste trabalho, porém foi adotada na mesma
velocidade em todos os procedimentos realizados.

5.5.4 Performance analitica do método proposto

A linearidade do método é avaliada pela analise da regressao linear. Para
verificar a linearidade, uma curva de calibragdo foi construida com o sinal da area
dos picos fornecida pela analise por HPLC-UV com o0 aumento nas concentracdes
de padrdo de aldeidos, de 0,005 a 5 mg L, adicionadas no frasco de GDME e
submetidas ao procedimento de extracdo. Boas linearidades foram obtidas para as
faixas de concentracdo analisadas, com os coeficientes de determinacdo (r?)
maiores de 0,99 para a curva de calibracéo de todos os aldeidos.

Para verificar a influéncia da matriz na analise da amostra, uma curva com
adicdo de padrao foi construida com incrementos dos aldeidos na amostra nas
mesmas concentracdes utilizadas na curva da calibracédo. As curvas com adicao de
padrdo também apresentaram boa linearidade na faixa de concentracdo avaliada,
com r?2 maiores do que 0,99. A equacéo da reta de regresséo linear e o coeficiente
de determinacao das curvas de calibracdo e curvas com adicao de padrdo de todos
os aldeidos analisados estédo descritos na Tabela 5.

Para todos os aldeidos, a andalise do teste t de Student com 95 % de
confiancga indicou que os declives da curva de calibracdo e da curva com adicdo de
padrdo sdo estatisticamente diferentes (t < 0,05), portanto, ficou demonstrado que a
matriz exerce um efeito na andlise dos aldeidos e a curva com adicdo de padréao

deve ser o método adotado para a quantificacdo das amostras.
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Tabela 5 — Equacéo da reta e coeficiente de determinacéo (r?) obtidos pela curva de
calibracéo e pela curva com adicdo de padrdo

Aldeido Equacéo da reta r
CC FA y = (28600,97 % 596,73) x [FA] + (30147,16 + 542,04) 0,999
AA y = (85133,04 * 253,29) x [AA] + (281710,96 + 5452,65) 0,999
2-FAL vy =(60636,59 + 1845,52) x [2-FAL] + (137600,19 + 3944,06) 0,999
CAP FA y = (28740,02 = 16,07) x [FA] + (28102,16 + 700,84) 0,999
AA y =(382319,77 £ 13417,08) x [AA] + (212098,41 + 8279,27) 0,994

2-FAL y = (114972,49 + 938,62) x [2-FAL] + (65390,82 + 650,12) 0,999
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Notas:
CC - curva de calibracdo
CAP — curva com adicao de padréo

A curva de calibragcéo e a curva com adicdo de padréo obtidas para FA estao
representadas na Figura 40. Os limites de deteccdo e quantificacdo para esse
aldeido foram, respectivamente, de 0,12 e 0,40 mg L, que correspondem a 9,6 e 32
mg kg™.
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Figura 40 — Curva de calibracdo e curva com adicdo de padrao obtidas para a
analise de formaldeido pelo método proposto
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

A curva de calibragcéo e a curva com adicdo de padrao obtidas para AA estao

representadas na Figura 41. Os limites de deteccdo e quantificagcdo para esse
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aldeido foram, respectivamente, de 0,08 e 0,27 mg L, que correspondem a 6,4 e
21,6 mg kgt
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Figura 41 — Curva de calibrac&o e curva com adicao de padrao obtidas para a

analise de acetaldeido pelo método proposto
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

A curva de calibracdo e curva com adicdo de padrdao obtidas para 2-FAL
estao representadas na Figura 42. Os limites de deteccéo e quantificacdo para esse
aldeido foram, respectivamente, de 0,08 e 0,27 mg L, que correspondem a 6,4 e
21,6 mg kg™.
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Figura 42 — Curva de calibracéo e curva com adicéo de padrao obtidas para a
analise de 2-furfural pelo método proposto
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

A repetibilidade, reprodutibilidade e recuperacdo do método foram avaliadas
pela analise de 6 réplicas de amostras com adicdo de solugcdo padrdo com
concentracdes de 0,1; 1,0 e 10,0 mg L de cada um dos aldeidos. A repetibilidade e
a reprodutibilidade analisam o desvio padrdo das concentracdes dos aldeidos em
amostram analisadas no mesmo dia e em dias diferentes, respectivamente. A
recuperacdo avalia a proximidades dos resultados de concentracdo obtidos com o0s
resultados esperados. Os valores de repetibilidade, reprodutibilidade e recuperacéo
para as 3 concentracdes avaliadas estdo descritos na Tabela 6. As repetibilidades
apresentaram valores entre 6 e 10 % e a reprodutibilidade teve valores entre 7 e 11
%. As recuperacOes ficaram entre 86 e 102 %. Esses valores sdo considerados

satisfatorios para a validacdo da preciséo e exatiddo do método.

Tabela 6 — Resultados de repetibilidade, reprodutibilidade e recuperacéo obtidos
para os aldeidos analisados pelo método GDME-SALLE proposto
Repetibilidade (%) Reprodutibilidade (%) Recuperacao (%)

mg L* 0,1 1 10 0,1 1 10 0,1 1 10
acetaldeido 9 6 9 10 7 10 92 97 99
formaldeido 8 8 8 7 9 9 86 102 95
2-furfural 10 6 6 11 8 11 94 90 96

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Os parametros analiticos avaliados mostraram que o método proposto é
adequado para a analise de FA, AA e 2-FAL em amostras de café. Com isso a
extracdo por GDME e SALLE foi aplicada para a analise de aldeidos em amostras

de diferentes marcas de café em po e café instantaneo.

5.5.5 Analise de amostras de café pelo método proposto

17 amostras de café em po e instantaneo de diferentes marcas e variedades
foram utilizadas como amostras para extracdo de aldeidos pelo método de GDME e
SALLE propostos e analisadas por HPLC-UV. Com as curvas analiticas obtidas
foram calculadas as concentracdes de FA, AA e 2-FAL e esses valores, expressos
em mg kg, estdo descritos na Tabela 7.

Entre as amostras analisadas, as concentracdes médias de FA variaram de
4,93 mg kg em uma amostra de café instantaneo forte a 119 mg kg* em um café
instantaneo descafeinado, a menor concentracdo meédia detectada de AA foi de
3,62 mg kg em uma amostra de café em poé tradicional e a maior foi de 245 mg kg
em amostra de café instantaneo extraforte. Para o 2-FAL, 0,831 mg kg* em uma
amostra de café instantdneo gourmet foi a menor concentragcdo encontrada e
57,5 mg kgt em uma amostra de café instantaneo suave foi a maior.

2-FAL foi determinado em concentracdo de 5,6 a 21 mg kg em amostra de
café ardbica (CHEONG et al., 2013), de 17 a 63 pg g* e de 1 a 20 mg kg* em
amostras de café em pd e instantaneo, respectivamente (CHAICHI et al., 2015;
CHAICHI; MOHAMMADI; HASHEMI, 2013). Em amostras de café turco, 2-FAL foi
encontrada nos niveis de 1590 a 1835 mg kg! (MORTAS et al., 2017). Ludwig et al.
(2014) encontraram 2-FAL na faixa de 10 a 24 ug mL* e AA entre 18 e 105 pug mL™*
em amostras de café e Jeong et al. (2015) encontraram concentracdes de 0,87 a
3,37 ug g* de AAe 0,44 a 1,52 ug g* de FA em café instantaneo e de 1,01 a 20,1
ug gte 0,26 a 0,42 ug g de AA e FA, respectivamente, em café em po.



Tabela 7 — Concentragées de FA, AA e 2-FAL, em mg kg, encontradas nas diferentes

marcas e variedades de café extraidas por GDME e SALLE e analisadas por HPLC

Amostra Modo de Caracteristica FA AA 2FAL
preparo (mg kg™ (mg kg™ (mg kg™
A instantaneo classico 20,8 (7,2) 20,7 (11,8) <LD
instantaneo tradicional 23,9 (8,1) 23,7 (4,2) 23,8 (12,2)
B em pé tradicional 27,2 (10,9) <LD 1,36 (0,68)
C em po tradicional 8,99 (1,71) <LD <LD
D em pé tradicional 40,3 (12,3) 61,7 (6,1) 54,3 (3,1)
em pé descafeinado 44,2 (14,6) 3,62 (1,31) 17,5 (5,8)
instantaneo tradicional 18,6 (0,1) 62,2 (11,9) <LD
instantaneo extraforte 7,50 (6,0) 245,8 (13,2) 6,59 (6,63)
instantaneo liofilizado 17,2 (0,3) 167,3 (15,0) 53,6 (3,3)
instantdneo  descafeinado 119,5 (50,5) 47,9 (10,2) 19,2 (6,2)
E instantaneo suave 10,8 (5,2) 70,2 (7,6) 57,5 (10,7)
instantaneo forte 4,9 (1,8) 62,4 (12,8) 51,9 (3,6)
instantaneo extraforte 25,4 (8,7) 25,2 (6,6) 18,1 (2,7)
instantaneo gourmet 22,6 (2,2) 5,2 (0,26) 0,83 (0,17)
F instantaneo tradicional 67,5 (4,4) 64,8 (2,6) 13,2 (2,7)
G instantaneo gourmet 7,2 (4,1) 62,4 (9,1) 7,28 (1,35)
H instantaneo tradicional 31,4 (7,0) 108,4 (14,7) 38,3 (3,8)

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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5.6 Conclusdes

O método de extracdo utilizando GDME e SALLE com posterior detec¢ao por
HPLC-UV foi proposto para analisar aldeidos volateis de amostras de café e mostrou
ser uma alternativa adequada para a deteccédo e quantificacdo de FA, AA e 2-FAL
nessas amostras. A SALLE pode ser realizada simultaneamente a derivatizacéo,
reduzindo as etapas de tratamento da amostra. Otimizacdes foram feitas para os
procedimentos experimentais da GDME e da SALLE e os parametros analiticos do
método foram validados.

Melhores recuperacdes para os analitos foram obtidas quando para a GDME
foram mantidos temperatura de 60 °C e tempo de extracdo de 15 minutos. Entre os
sais analisados para promover o efeito salting-out, NaCl foi o que mais favoreceu a
extracao e foi adicionado com massa de 0,05 g a solugéo extratora.

Os valores de repetibilidade e reprodutibilidade estiveram entre 6 e 11 % e
recuperacao entre 86 e 102 %. Todos os r? das curvas analiticas foram maiores do
gue 0,99. Os limites de detecgéo estiveram entre 6,4 e 9,6 mg kg* e os limites de
guantificacdo entre 21,6 e 32,0 mg kg™*. Os resultados de validagdo confirmaram a
capacidade do método para determinacédo de FA, AA e 2-FAL em amostras de café.
As determinacdes nas amostras analisadas mostraram concentracdes entre 4,93 mg
kg?! e 119 mg kg* para FA, de 3,62 mg kg* a 245 mg kg para AA e de 0,831 mg
kg?!a57,5 mg kg para 2-FAL.

O método de extracdo proposto com GDME e SALLE apresenta vantagens
como a simplicidade do procedimento experimental, sua facil operacédo, boas
seletividade e sensibilidade e reprodutibilidade. Além disso, é um método
ambientalmente amigavel, uma vez que utiliza poucas quantidades de solventes
organicos, e mostrou que pode ser aplicado a analises de aldeidos em amostras de
café e ser uma alternativa para metodologias analiticas previamente descritas na

literatura.
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6 CAPITULO 1l = DESENVOLVIMENTO DE SENSOR ANALITICO POR
POLIMERO MOLECULARMENTE IMPRESSO (MIP) ACOPLADO A SALLE
PARA DETERMINACAO DE 5-(HIDROXIMETIL)-2-FURFURAL EM
AMOSTRAS DE CAFE

Neste Capitulo é apresentado o desenvolvimento de um sensor eletroquimico
baseado em um polimero molecularmente impresso (MIP) para deteccdo de HMF
em café. Uma etapa de SALLE foi adicionada ao procedimento para proporcionar
melhores extracbes do analito. O MIP foi formado por eletropolimerizacdo e os
parametros analiticos desse procedimento foram otimizados, assim como as
condi¢cOes adotadas para a SALLE.

Também sdo apresentados neste Capitulo uma introducdo sobre HMF em

alimentos e sobre sensores eletroquimicos.

6.1 Introducdo

A maioria dos alimentos que fazem parte da dieta do dia-a-dia passa por
algum tratamento térmico antes do consumo, mesmo que seja um tratamento
doméstico, como ferver, assar, fritar ou cozinhar (MORTAS et al., 2017). Os
tratamentos térmicos promovem diversos beneficios ao alimento, como o0 seu
amolecimento, desenvolvimento de cor, textura, aroma e sabor desejaveis, remocéo
de toxinas, inativacdo e destruicdo de microrganismos (CHOUDHARY et al., 2020).
Durante o tratamento térmico podem acontecer no alimento reacdes de Maillard ou
de escurecimento nao-enzimatico. Reacdo de Maillard ocorre quando ha
desidratacéo térmica de carboidratos e aminoacidos durante o processamento ou
armazenamento dos alimentos (ZHANG L. et al., 2019).

O 5-(hidroximetil)-2-furfural (HMF) é um dos mais importantes produtos
intermediarios formados na reacao de Maillard e também um dos principais produtos
gerados pela degradacdo de acucares hexoses, como glicose, frutose, sacarose,
celulose e inulina, sob condi¢cbes acidas (CHOUDHARY et al., 2020). HMF ja foi
detectado em uma grande variedade de alimentos, como sucos, frutas secas, cafés,
mel, leite, cereais, vinagre, vinhos e cervejas (CHOUDHARY et al., 2020; SHAPLA et
al., 2018). S&o muitos os fatores que influenciam na formacdo de HMF, como

temperatura aplicada nas etapas de processamento, tipos e concentracdes dos



154

acucares presentes, atividade da agua, adicdo de aditivos, tempo de
armazenamento e material onde o alimento fica armazenado, por iSsO sua
concentracdo € muito variada, mesmo entre alimentos do mesmo tipo
(MASATCIOGLU; NG; KOKSEL, 2015; MORTAS et al., 2017; PEREIRA et al., 2011,
PEREZ-BURILLO et al., 2019)

A presenca de HMF nos alimentos e bebidas é associada a fatores que
contribuem de forma positiva para suas caracteristicas organolépticas e, por isso, é
considerado um componente de importancia econémica primaria para a industria de
alimentos. Devido a forte relacdo entre sua presenca no alimento e o tratamento
térmico aplicado a ele, a concentracdo de HMF é amplamente reconhecida como um
importante parametro para avaliar a qualidade do mel (CHEN et al., 2019b; GOMES
et al., 2010) e verificar as melhores condigbes de tratamento térmico no seu preparo
(BILUCA et al., 2014; FALLICO et al., 2004). O HMF ja foi utilizado para monitorar 0s
processos de aquecimento em produtos a base de cereais, como paes
(CHOUDHARY et al., 2020) e verificar diferencas nos procedimentos de cozimento
de batatas, cenouras, peixes, porco e frango (CHOUDHARY et al., 2020). Também
foi considerado um indicador quimico adequado para controlar processamento e
armazenamento de chas (PEREZ-BURILLO et al., 2019) e o grau de torrefacdo de
cafés (MACHEINER et al., 2021).

O café é a principal via de exposicdo humana ao HMF (ARRIBAS-LORENZO;
MORALES, 2010; CHOUDHARY et al., 2020; HUS@Y et al., 2008; RUFIAN-
HENARES; DE LA CUEVA, 2008; SHAPLA et al., 2018). O HMF néo esta presente
de forma natural em sementes de café e sua concentracdo depende dos processos
de producado ou variedades de café comercializadas, como mocha, expresso, café
em po para ser filtrado e café instantaneo, tipos de sementes, regibes de origem e
dos tratamentos térmicos aplicados, principalmente durante a torrefacdo
(CIARAMELLI; PALMIOLI; AIROLDI, 2019; HAMZALIOGLU; GOKMEN, 2020;
MACHEINER et al., 2021; MORTAS et al., 2017; OKARU et al., 2020).

Métodos analiticos para determinacdo de HMF atraem grande atencao
cientifica. Sua presenca pode ser utilizada para obter informacdes acerca da
degradacdo do alimento, dos processamentos empregados e de possiveis
adulteracdes e contaminacfes e sdo as razbes para monitora-lo em alimentos que
sao ricos nesse composto e altamente consumidos, como o café (OKARU et al.,
2020; PEREIRA et al., 2011; SHAPLA et al., 2018).
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O método tradicionalmente indicado para a determinacdo de HMF em
alimentos é conhecido por apresentar desvantagens, como baixa sensibilidade e
seletividade e uso de reagentes toxicos. Métodos eletroquimicos tem sido
amplamente empregados em diversos tipos de analise em diferentes amostras
devido a sua alta sensibilidade, simplicidade, rapidez e baixo custo. Entretanto,
ainda existe uma escassez na literatura de métodos eletroquimicos para a
determinacdo de HMF em alimentos. Entre os métodos eletroquimicos, sensores
formados por polimeros molecularmente impressos (MIP, do inglés Molecularly
Imprinted Polymers) tém mostrado potencial como alternativa para analise de uma
grande variedade de compostos organicos em diferentes matrizes. Em especial,
analitos presentes em baixas concentragdes em amostras complexas representam
um desafio devido a grande interferéncia da matriz. Consequentemente, técnicas de
preparo de amostra devem ser empregadas previamente a analise eletroquimica
para promover a extracdo e pré-concentracao dos analitos e diminuir a interferéncia
da matriz da amostra (MOHAMMED et al., 2016).

Esse trabalho buscou desenvolver um método analitico para determinacao de
HMF em amostras de café, usando a técnica de extracdo liquido-liquido assistida
por salting-out (SALLE) para extrair o HMF das amostras e um sensor eletroquimico
baseado em polimero molecularmente impresso (MIP) para determinacéo seletiva de
HMF por voltametria. As etapas de preparacédo do MIP e extracdo por SALLE foram
otimizadas, os parametros analiticos do método foram verificados para sua
validacdo e o método foi aplicado para determinacdo de HMF em amostras de café

em po e café instantaneo.

6.2 Revisao Bibliografica

O HMF é um dos principais intermediarios formados nas reacfes de Maillard
e na degradacdo de acuUcares, ja foi detectado em uma grande variedade de
alimentos e pode ser utilizado como um marcador da extensdo dessas reacdes e
como um indicador do tratamento térmico aplicado aos alimentos (CHOUDHARY et
al., 2020; SHAPLA et al., 2018).

O HMF também atrai atencdo cientifica pelos seus efeitos ao organismo

humano, pois tanto efeitos adversos quando efeitos benéficos a saude ja foram
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relacionados ao HMF e seus potencias toxicolégicos e mutagénicos ainda estao sob
avaliacado (FARAG et al., 2020).

O método mais amplamente empregado para determinacdo de HMF em
alimentos é o HPLC (CHOUDHARY et al., 2020). Entretanto, inconvenientes
relacionados a reacdo tradicionalmente utilizada para esse método sdo bem
reconhecidos. Métodos eletroquimicos podem ser uma alternativa a métodos
analiticos convencionais por conta de seu baixo custo, simplicidade, rapidez e uso
de pequenas quantidades de reagentes.

Eletrodos quimicamente modificados representam um campo de grande
crescimento nas aplicacfes das técnicas eletroanaliticas devido ao interesse no seu
uso clinico e industrial. Uma das abordagens comuns para incorporar um
modificador na superficie do eletrodo tem sido a cobertura com um filme polimérico
apropriado (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

Polimeros molecularmente impressos (MIP, do inglés Molecularly Imprinted
Polymers) séo receptores artificiais. Eles operam em um mecanismo de chave-
fechadura para ligar moléculas por afinidade e especificidade de forma semelhante
aos mecanismos de ligacdo entre anticorpos e receptores bioldgicos. Sensores
baseados nesses receptores tém demonstrado vantajosa aplicabilidade para analise
de amostras complexas devido a alta afinidade e seletividade com as moléculas de
interesse (VASAPOLLO et al., 2011).

6.2.1 HMF em alimentos

O 5-(hidroximetil)-2-furfural (HMF), também conhecido por 5-(hidroximetil)-2-
furfuraldeido ou 5-hidroximetilfurfural € um composto heterociclico de baixa massa
molecular que possui aldeido e alcool como grupos funcionais e um anel furano
(CHOUDHARY et al., 2020).

Nos alimentos, o HMF é formado por diferentes reacBes, que seguem
multiplas rotas e envolvem diferentes percursores e intermediarios e, por isso, ele
estd amplamente presente nos alimentos, principalmente em alimentos que passam
por algum tipo de processamento (CHOUDHARY et al., 2020; ZHANG L. et al.,
2019). Carboidratos, aminoacidos, vitaminas, acidos graxos poli-insaturados e
carotendides ja foram relatados como compostos percursores de HMF em alimentos.

Mel, café, paes, cereais, sucos de fruta, frutas secas, geleias, cerveja, vinho e
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vinagre balsdmico sao alguns dos alimentos em que HMF ja foi detectado
(CHOUDHARY et al., 2020; SHAPLA et al., 2018).

A reacao de Maillard tem o HMF como um dos mais importantes produtos
intermediarios, e essa rota € o principal caminho de formagcédo do HMF em alimentos.
Reacdes de Maillard ocorrem quando carboidratos sdao submetidos a aquecimento
na presenca de aminoacidos ou proteinas (ZHANG L. et al.,, 2019). O grupo
carbonila de acucares redutores, como glicose e frutose, e o grupo amino livre de
aminoacidos atuam como o0s percursores das reacbes de Maillard que ocorrem
durante a producdo ou armazenamento dos alimentos que contém proteinas e
carboidratos (ZHANG L. et al., 2019).

Uma outra rota importante para a formacdo de HMF em alimentos é a
degradacdo de carboidratos sob tratamento térmico e condicbes acidas. Apoés
hidrélise, oligo e polissacarideos produzem hexoses. Por essa rota, sacarose pode
ser decomposta em glicose e frutose, que posteriormente sofrem enolizacdo e
desidratacdo do cation frutofuranosil. Quando essa reacdo acontece sob condicbes
piroliticas secas e a uma temperatura acima de 250 °C, o cation frutofuranosil pode
ser convertido ao HMF, como representado na Figura 43. Rendimentos mais altos
sdo obtidos quando HMF é formado a partir da frutose, em comparacdo a sua
formacdo pela glicose, pois a reatividade da glicose é menor e sua taxa de
enolizacdo é mais baixa. Em pH acido a frutose € até cinco vezes mais reativa do
gue a glicose e valores mais altos para a proporcao de frutose:glicose proporcionam
uma aceleracdo na reacao e maiores concentracfes de HMF. Outra razdo é que a
frutose forma uma mistura de difrutoses e dianidridos e, com isso, blogueia a maioria
dos grupos reativos, levando a formacdo de subprodutos. Enquanto a glicose forma
oligossacarideos que contém grupos redutores reativos, apresentando um maior
risco de polimerizacdo cruzada com os intermediarios reativos, incluindo HMF
(SHAPLA et al., 2018).

A concentracdo de HMF em alimentos frescos ou naturais geralmente € muito
baixa, mas tem tendéncia a aumentar quando o alimento é submetido a
aguecimento ou armazenado por longos periodos (MORTAS et al., 2017; NIQUET-
LERIDON et al., 2015). Os tipos de carboidratos e aminoacidos presentes, o pH do
meio, temperatura, umidade, presenca de cations divalentes e condigbes de
armazenamento mostraram ser parametros que afetam a formacdo de HMF no
alimento (KAVOUSI et al.,, 2015; NGUYEN et al, 2016). Um aumento na
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concentragdo de HMF nos alimentos indica uma degradacdo de nutrientes
essenciais, como carboidratos. ions como manganés, zinco, magnésio e ferro (ll)
foram relatados com efeito positivo para a formacédo de HMF em mel (ANAM; DART,
1995). Mesmo em baixas temperaturas sob condicfes acidas € possivel observar
formacdo de HMF nos alimentos, porém altas temperaturas e longos periodos de
armazenamento aumentam sua concentragdo em uma extensdo ainda maior
(SHAPLA et al., 2018). Portanto, o HMF é um importante marcador de modificacdes
guimicas que ocorrem no alimento e sua determinacdo pode ser utilizada como um
parametro para indicar o grau de degradacdo e avaliar a qualidade do alimento
(MORTAS et al., 2017; NIQUET-LERIDON et al., 2015).
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Figura 43 — Decomposicao de acucares em altas temperaturas
para formacdo de HMF
Fonte: Adaptada de Choudhary et al. (2020).

O HMF é um componente indesejavel em mel, formado em quantidades
elevadas nesse alimento durante o aquecimento inadequado e armazenamento
prolongado. Um alto conteuddo de HMF em mel pode também ser indicador de

adulteracdo, uma vez que o HMF é produzido pelo aquecimento de xaropes de
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acucar na presenca de um acido para inversdo da sucrose. Portanto,
regulamentacdes em diferentes paises recomendam um valor especifico que a
concentragdo de HMF no mel ndo deve exceder (CHERNETSOVA; MORLOCK,
2012).

N&o existe uma estratégia em particular para reduzir a formacdo de HMF em
alimentos devido aos inumeros percursores e tipos de reacdes envolvidos.
Entretanto, devido a preocupacao com os efeitos toxicolégicos do HMF, estratégias
tém sido propostas para manter suas concentragcdes o mais baixas possiveis nos
alimentos ou para remover ou decompor as moléculas formadas (CHOUDHARY et
al., 2020; PEREIRA et al., 2011). Entre elas, alteracbes na formulacdo dos
alimentos, com adicdo de compostos como bicarbonato de amdnio, fosfato, acido
ascorbico em combinacdo com aminoacidos, acgucares e lipideos, reducédo do
impacto do tratamento térmico e aplicacao de irradiacdo gama foram sugeridas para
evitar a formacdo de HMF, enquanto tratamento a vacuo ou fermentacéo séo alguns
dos procedimentos que tem sido utilizados para remover as moléculas ja formadas
no produto (ANESE; BOT; SUMAN, 2014; ANESE; SUMAN, 2013; GULCAN et al.,
2020).

Abu-Bakar, Makahleh e Saad (2014) detectaram HMF em amostras de suco
industrializado de maca em concentracdo de 17 mg L%, Lee et al. (2014) detectaram
HMF entre 0,08 mg L em suco de maca e de 91,5 mg L em suco de tamarindo,
valores acima de limites legais de 5 a 10 mg L' de HMF estabelecido para sucos
(LEE et al., 2014). Condi¢des inadequadas de armazenamento e longos periodos de
aquecimento durante o processo de producdo foram sugeridas como possiveis
causas para esses resultados (LEE et al., 2014). Céamara, Alves e Marques (2006)
detectaram HMF em vinho em concentracdo na faixa de 0,7 a 100 mg L em
amostras submetidas a aquecimento excessivo de 55 °C, HMF alcancou
concentracdo de 1,2 g L* (PEREIRA et al., 2011). Em cha, HMF aumentou de 1 para
86 mg kg quando aquecido & 55 °C (PEREZ-BURILLO et al., 2019). HMF também
foi detectado em concentracédo na faixa de 406 — 2121 mg kg e de 109 — 893 mg
kg? em xaropes de milho e cana, respectivamente (ANDRADE et al., 2016). Entre
produtos de padaria, HMF foi detectado em menor concentracdo em bolo, de 3,0 mg
kg e em maior concentracdo em biscoito, com 7,8 mg kg (PETISCA et al., 2014),
em cereais foi determinado entre 6 e 134 mg kg (GARCIA-VILLANOVA et al., 1993)
e em pdo com 17 mg kg (GULCAN et al., 2020). Em mel, HMF foi encontrado em
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concentracdes entre 18 e 94 mg kg?! (GOMES et al., 2010), de 12 a 127 mg kg
(RIZELIO et al., 2012) e entre 238 e 695 mg kg* em mel submetido a tratamento
térmico (BILUCA et al., 2014). Amostras de mel armazenadas por mais de 12 meses
apresentaram concentracdes de HMF acima do limite recomendado de 80 mg kg
(KHALIL; SULAIMAN; GAN, 2010). Coco et al. (1995) encontraram concentracdes
de 2,62 a 7,30 10° mol L* de HMF em amostras de cerveja. Em frutas secas,
concentracdo de HMF foi encontrada entre 30 mg kg* em damasco e 2200 mg kg
em ameixa (MURKOVIC; PICHLER, 2006). Em manteiga, HMF foi determinado com
até 100 mg kg™ apds aquecimento (NIQUET-LERIDON et al., 2015).

No café, a formagdo de HMF acontece mais intensamente durante 0s
estagios iniciais de torrefacdo, mas diminui quando atinge os estagios de torrefacéo
média e forte (CHOUDHARY et al., 2020; MACHEINER et al., 2021). Um estudo com
diferentes espécies de café mostrou uma maior degradacédo de HMF em sementes
torradas a 225 °C em comparacdo com sementes torradas a 215 °C, pois a
formacdo de HMF a partir da desidratacdo da frutose acontece em uma faixa
especifica de temperatura, e a uma temperatura acima dela ocorre uma rapida
degradacdo do HMF (VIGNOLI et al., 2014). A anélise de HMF foi utilizada como
parametro para avaliar os graus de torrefacdo de sementes de café, apresentando
um aumento no inicio seguido por um caracteristico declinio (MACHEINER et al.,
2021). Concentracdo de HMF em café aumentou de 350 para um maximo de 909
mg kg? apoés torrefacdo por 3 minutos a 240 °C (MURKOQOVIC; BORNIK, 2007). A
concentracdo de HMF também aumenta com o aumento na concentracdo de acucar
e com o0 aumento na temperatura da agua utilizada no preparo do café (MORTAS et
al., 2017). ApGs a fermentacao, a concentracdo de HMF em diferentes sementes de
café teve um aumento de 73 a 225 % (MORTAS et al., 2017). Além disso, HMF foi
utilizado como um dos compostos para caracterizar cafés de acordo com suas
variedades, origens e modo de preparo (ALBOUCHI; MURKOVIC, 2019;
CIARAMELLI; PALMIOLI; AIROLDI, 2019) e foi um dos parametros utilizados para

verificar potenciais adulteracdes entre café arabica e robusta (OKARU et al., 2020).

6.2.2 HMF na saude e legislacao nos alimentos

O HMF é facilmente absorvido a partir dos alimentos pelo trato gastrointestinal

e, ao ser metabolizado em diferentes produtos, é excretado pela urina. No
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organismo, HMF é oxidado a é&cido 5-hidroximetilfuréico ou conjugado com glicina,
levando a formacg&o de glicina 5-(hidroximetil)-2-furfural. Subsequentemente, uma
oxidacao adicional ocorre e produz acido 2,5-furandicarboxilico. A concentracéo de
glicina é a etapa limitante por esse caminho (FARAG et al., 2020).

Ainda ndo hd uma conclusdo definitiva sobre a acdo do HMF na saude
humana, pois tanto efeitos deletérios quanto efeitos positivos tem sido associados a
ele (SHAPLA et al., 2018). Alguns estudos reportaram efeitos benéficos do HMF
relacionados a propriedades antialérgicas, anti-inflamatérias e antioxidantes. O HMF
reduziu os niveis de espécies de oxigénio reativo e de malonaldeido no sangue de
ratos. A atividade de remocdo de espécies de oxigénio reativo pelo HMF esta
relacionada a sua estrutura, que inclui grupos funcionais reativos, como ligacbes
duplas, oxigénio de um grupo aldeido e outro oxigénio no anel furano. Esses grupos
podem atrair elétrons facilmente e eliminar os radicais livres. HMF chegou a ser
demonstrado também com efeito inibidor de metastase, como inibidor de apoptose
causada por estresse oxidativo, com acdo anti-hipoxica e como um efetivo
anticancerigeno.

Entretanto, a International Agency for Research on Cancer classifica os
compostos de furanos, como o HMF, como possivelmente carcinogénicos para
humanos (ANESE; SUMAN, 2013). Muitos estudos demonstraram que o HMF pode
induzir efeitos toxicolégicos e mutagénicos em células bacterianos e em ratos. Ele
pode formar adutos com o DNA e promover transformacdes celulares em 6rgéos
como colon, figado, rim e pele. A ingestdo de quantidades elevadas de HMF
também foi relacionada a irritacdo de mucosas, pele, olhos e trato respiratério. Atua
ainda como um mutagénico indireto, pois tem o 5-sulfoximetilfurfural como um de
seus metabolitos, que é reconhecido como uma substancia mutagénica e indutora
de tumores em pele de ratos (FARAG et al., 2020). HMF também foi demonstrado
como um potencial acelerador para formacdo de acrilamida em alimentos
processados, que também é uma substancia cancerigena para humanos (GOKMEN
et al., 2012; GULCAN et al., 2020). Entretanto, estudos necessarios para demonstrar
0 potencial risco da associacdo de HMF com cancer em humanos ainda ndo foram
realizados. Sendo assim, uma conclusdo final sobre a atividade toxicolégica e
mutagénica desta molécula ainda ndo foi totalmente definida (QUARTA; ANESE,
2012).
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As células respondem de formas diferentes aos efeitos citotoxicos do HMF e
fatores como niveis de receptores, metabolismo, biotransformacéo, excrecdo e
atividades enzimaticas influenciam na resposta celular. Niveis seguros para o
consumo de HMF dependem das fung¢@es individuais do organismo, como ainda h&a
um numero limitado de estudos toxicologicos, os limites de ingestdo ainda ndo estédo
bem estabelecidos. Em estudos pré-clinicos ndo foram observados efeitos tdxicos
para doses diarias de ingestdo de HMF variando de 80 a 100 mg por kg de peso
corporal humano e foi concluido que ndo caracterizam risco a saude (SHAPLA et al.,
2018). Também foi demonstrada total excrecdo de HMF pela urina dentro de 48
horas apds a administracao oral de 240 mg por dia (HUS@Y et al., 2008; SHAPLA et
al., 2018).

A taxa de ingestéo diaria individual de HMF é estimada entre 30 e 150 mg por
kg de peso corporal, proveniente de um grande numero de fontes de alimentos e
bebidas (CHOUDHARY et al., 2020; SHAPLA et al., 2018). Na dieta alimentar, o
café € um dos principais responsaveis pelas ingestdes diarias de HMF, sendo
estimado que ele contribui com cerca de 63 % para essa exposicdo. Grande
contribuicdo também é atribuida ao consumo de paes, cereais e leite (CHOUDHARY
et al., 2020; FARAG et al., 2020; HUS@Y et al., 2008; RUFIAN-HENARES; DE LA
CUEVA, 2008; SHAPLA et al., 2018).

A concentracdo de HMF é amplamente reconhecida como um parametro que
afeta a qualidade do mel, pois normalmente esta ausente, ou presente em
guantidades muito pequenas, no mel fresco e a concentracdo tende a aumentar
durante o processamento com excesso de aguecimento, devido ao envelhecimento
e as condicdes precarias de armazenamento ou, ainda, em caso de adulteracéo
(SHAPLA et al., 2018). Limites legais para a concentracdo de HMF em alimentos
sdo estabelecidos apenas para mel e variam de acordo com especificacbes de cada
pais, sendo o valor de 40 mg kg' a concentracdo maxima e 80 mg kg' a
concentracdo maxima para mel de regides tropicais (CHOUDHARY et al., 2020;
FARAG et al., 2020; SHAPLA et al., 2018).



163

6.2.3 Métodos analiticos para determinacdo de HMF em alimentos

A International Honey Commision (IHC) recomenda trés métodos principais
para determinacdo de HMF, sendo dois espectrométricos que utilizam as reacfes de
White e Whickler e um método por cromatografia liquida (HPLC).

O método espectrométrico proposto por White utiliza uma solu¢do de mel e
reacdo com 0,1 % de bisulfato de sodio (WHITE, 1979). Apesar de ser um método
rapido e simples, ele apresenta baixas seletividade e sensibilidade (WHITE, 1979).

O método de Whickler utiliza solucdo de mel com p-toluidina e &cido
barbitarico. Nesse método sdo utilizadas quantidades elevadas de reagentes e
grandes volumes de solucéo, gerando uma grande quantidade de residuos. Além
disso, a p-toluidina é um composto de alto potencial carcinogénico (ZAPPALA et al.,
2005).

Embora seja um método relativamente caro, o HPLC apresenta inumeras
vantagens frente aos métodos espectrométricos e € o método mais amplamente
empregado para determinacdo de HMF em amostras de alimento. Na descricdo das
metodologias oficias para determinacdo de HMF em mel por HPLC, nédo é requerido
um tratamento prévio da amostra para a injecdo no equipamento, apenas uma
filtracdo. Entretanto, para evitar que ocorra uma possivel degradacdo do HMF por
algum outro componente presente no mel, a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) recomenda que seja realizado um preparo de amostra com
solucdes de Carrez | e Carrez Il, que consistem em solucGes dos sais ferrocianeto
de potassio tri-hidratado (KsFe(CN)e.3H20) e de acetato de zinco di-hidratado
(Zn(CH3CO02)2.2H20), respectivamente (AOAC, 1980).

Cromatografia gasosa também foi reportada para andlise de HMF em
amostras de mel, suco de laranja, geleia, cereais e biscoitos. Entretanto, como o
HMF é formado durante o tratamento térmico de alimentos, a aplicacdo de calor a
amostra para injecdo no sistema de GC pode levar a formacdo desse produto e
interferir na andlise, portanto, esse método ndo é muito recomendado para analise
de HMF (TEIXIDO et al., 2006).

Métodos  eletroquimicos  apresentam  vantagens sobre  métodos
cromatograficos devido ao seu baixo custo, rapidez, facilidade de operacédo e alta
sensibilidade (SALHI; SAMET; TRABELSI, 2020). Entre métodos eletroanaliticos,

eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis) € a técnica mais
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utilizada para determinacdo de HMF. Voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic
Voltammetry) e voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry) foram avaliadas para analise de HMF, sendo que SWV apresentou
melhores sensibilidade e reprodutibilidade e foi escolhida para determinagdo de
HMF em amostra de mel e xarope (SALHI; SAMET; TRABELSI, 2020). Para a CV e
a SWV, eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés Glassy Carbon Electrode) foi
utilizado como eletrodo de trabalho e as medidas voltamétricas foram realizadas
entre 0 e -2 V em solugdo de Na>SOs com uma velocidade de varredura de
100 mV s, Polarografia de pulso diferencial também foi proposta para determinacéo
de HMF em mel. Nesse método uma reducédo de sinal foi detectada em -1100 mV
versus Ag/AgCl e avaliou-se que entre possiveis eletrolitos de suporte, borato foi 0
mais adequado para determinacdo de HMF em mel (REYES-SALAS et al., 2006).

No Quadro 4 estdo identificadas algumas técnicas de analise e preparo de
amostras, e seus respectivos limites de detecgcdo e quantificagdo (quando
disponiveis), reportadas na literatura para determinacdo de HMF em diferentes

matrizes alimentares.



165

Quadro 4 — Técnicas de andlise e procedimentos de extracao reportados na literatura para determinacédo de HMF em matrizes

alimentares
Técnicade Preparo de Limite de Limite de ) o
analise amostra deteccdo quantificacéo Matriz Referéncia
espectrometria Carrezlell - - mel (GOMES et al., 2010)
espectrometria Carrez l e ll 0,22 mg kg 0,67 mg kg mel (TRUZZI et al., 2012)
HPLC-UV - 30 ng kg - cereais (GARCIA-VILLANOVA et al., 1993)
HPLC-UV - 0,27 mg kg* 0,83 mg kg mel (TRUZZI et al., 2012)
HPLC-UV - 1,22 mg kg* 3,68 mg kg* vinho (PEREIRA et al., 2011)
HPLC-UV - 0,11 mg kg 0,35 mg kg! café (ALBOUCHI; MURKOVIC, 2019)
HPLC-UV - 0,05 mg kg*! 0,15 mg kg* acucar (POLOVKOVA; SIMKO, 2017)
HPLC-UV SALLE 0,68 mg kg 2,00 mg kg mel (CHEN et al., 2019b)
HPLC-UV Carrez l e ll 0,34 mg kg 1,03 mg kg* café (MORTAS et al., 2017)
HPLC-UV Carrez l el - - molho e biscoito (ANESE; BOT; SUMAN, 2014)
HPLC-UV Carrez l e ll 24 ng kgt 79 ng kgt milho (MASATCIOGLU; NG; KOKSEL, 2015)
HPLC-UV - 0,1 ng kg* 0,6 ng kg* cha (PEREZ-BURILLO et al., 2019)
HPLC-UV SPE 35 ng kg 120 ng kg Cafi :C;fstas (MURKOVIC; PICHLER, 2006)
HPLC-UV - 21 mg kg* 73 mg kgt café (MURKOVIC; BORNIK, 2007)
HPLC-UV Carrez l e ll - 4 mg kgt café (ARRIBAS-LORENZO; MORALES, 2010)
HPLC-UV LLE 1,2 ng kg 41 ng kg farinha e 6leo (AKPINAR et al., 2011)
HPLC-UV LLE 0,46 ng kg™ 1,40 ng kg* suco (LEE et al., 2014)
HPLC-UV - - 1 mg kg? biscoito (NGUYEN et al., 2016)
HPLC-UV 0,0048 ug Lt 0,0159 pg L leite (ER DEMIRHAN et al., 2015)
HPLC-UV Carrez l e ll - - pao (GULCAN et al., 2020)
HPLC-UV Carrezlell - - café (HAMZALIOGLU; GOKMEN, 2020)
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Técnicade Preparo de Limite de Limite de ) _
analise amostra deteccdo quantificacéo Matriz Referéncia
HPLC-UV SPE - 7 ng mL? varios (HUS@Y et al., 2008)
HPLC-UV Carrez l e ll - - manteiga (NIQUET-LERIDON et al., 2015)
UHPLC-UV Carrez l e ll 0,69 ng kg* 2,29 ng kg café (MACHEINER et al., 2021)
UHPLC-UV-MS/MS - 0,06 mg L 0,18 mg L vinho (SERRA-CAYUELA et al., 2013)
HPLC-MS QUEChERS 0,33 mg kg 1,00 mg kg mel (TOMASINI et al., 2012)
GC-MS SPE 12 ug kgt 39 ug kgt varios (TEIXIDO et al., 2006)
RMN - 6,3 mg kg* 22,9 mg kg café (OKARU et al., 2020)
RMN - - - café (CIARAMELLI; PALMIOLI; AIROLDI,
2019)

CE SPE 0,7 mg kg* 2,5 mg kg? varios (TEIXIDO et al., 2011)

CE - 3,37 mg kg* 11,24 mg kg mel (RIZELIO et al., 2012)

CE - 0,09 mg kg 0,31 mg kg mel (BILUCA et al., 2014)
polarografia - 48 ng kg - mel (REYES-SALAS et al., 2006)
AMTC-PAD SPE 0,10 mg L 0,30 mg L bebidas (XU et al., 2015)

SWvV - 0,006 mg L 0,02mg L* mel e xarope (SALHI; SAMET; TRABELSI, 2020)

cv - 25ng L 83,3ng L agua (SALHI; SAMET; TRABELSI, 2020)

Fonte: Elaborado pela Autora (2021).
Nota:

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear
AMTC-PAD: Amino Trap Column-Pulsed Amperometric Detection
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6.2.4 Sensores eletroquimicos

Um sensor quimico € um dispositivo que esta continuamente fornecendo
informacdes sobre o ambiente ao seu redor. s&o compostos por um transdutor, que
transforma a resposta em um sinal detectavel na instrumentacdo analitica, e uma
camada quimica seletiva, que isola a resposta do analito do seu ambiente imediato.
Idealmente, um sensor quimico fornece uma resposta relacionada a quantidade de
uma espécie quimica especifica (AHMAD et al., 2019). De acordo com a
propriedade que sera determinada podem ser classificados em sensores elétricos ou
eletroquimicos, Opticos, de massa ou térmicos. Os sensores eletroquimicos chamam
a atencdo pela sensibilidade, simplicidade do procedimento experimental, baixo
custo e potencial de aplicacdo em diferentes areas, como analises clinicas,
industriais, ambientais e agricolas (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

Sensores eletroquimicos podem medir propriedades como corrente, potencial,
condutividade, impedancia e capacitancia (AHMAD et al., 2019). Nos sensores
potenciomeétricos € estabelecido um equilibrio na interface do sensor e resposta é
dada pela diferenca de potencial entre dois eletrodos quando a corrente é zero. Nos
sensores condutométricos € medida a condutividade do analito em frequéncias
diferentes. Sensores voltamétricos e amperométricos sdo baseados no potencial
aplicado entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo de trabalho, que leva a oxidagéo
ou reducdo de uma espécie eletroativa e gera uma corrente que € proporcional a
concentracdo do analito. Os sensores voltamétricos medem o valor da corrente em
um potencial variado, enquanto 0s sensores amperomeétricos medem o valor da

corrente em um potencial fixo (LOWDON et al., 2020).

6.2.4.1 Sensores voltamétricos

Nos sensores voltamétricos ou amperométricos ocorre a transferéncia de
elétrons do analito ou para ele. Enquanto na medida amperométricas o fluxo de
corrente na célula € registrado para um uanico potencial aplicado, na medida
voltamétrica, ocorre uma varredura do potencial de um valor predefinido para outro,
sendo o valor da corrente da célula registrando em fung¢do do potencial aplicado

(STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).
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Medidas voltamétricas requerem um potenciostato, para controlar o potencial,
e uma célula eletroquimica. A célula eletroquimica € constituida por 2 ou 3 eletrodos
e por uma solucao eletrolitica inerte. A solucéo eletrolitica mantem as forcas i6nicas
do meio constantes e diminui a resisténcia da solugcdo (STRADIOTTO; YAMANAKA,;
ZANONI, 2003). A reacao acontece no eletrodo de trabalho, o eletrodo de referéncia
(por exemplo: Ag/AgCl, Hg/Hg-Cl,) fornece um potencial estdvel comparado ao
eletrodo de trabalho e um material inerte (como platina ou grafite) é geralmente
utilizado como eletrodo auxiliar (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

A carga do analito de interesse € alterada na superficie do eletrodo de
trabalho, pela troca de um ou mais elétrons com o condutor. Com isso, ocorre uma
alteracdo na reacdo redox, que altera o valor da corrente medida. Nessa reacéo
eletroquimica, os compostos oxidado e reduzido permanecem na solucdo, enquanto
0 condutor € quimicamente inerte e serve apenas como condutor de elétrons
(MARTINS; SENTANIN; DE SOUZA, 2019).

As técnicas voltamétricas sao classificadas de acordo com a maneira como o
potencial é aplicado ao eletrodo, sendo elas: voltametria de pulso normal,
voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry),
voltametrica ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry), voltametria de onda
guadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammmetry) e voltametria de escada
(SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). DPV e SWV sao muito usadas para propoésitos
analiticos pois tem uma eliminacao superior da corrente capacitiva, que proporciona
a essas técnicas uma sensibilidade comparavel a técnicas cromatograficas
(MARTINS; SENTANIN; DE SOUZA, 2019).

Na DPV, sédo aplicados pequenos pulsos de amplitude fixada em uma rampa
linear de potencial. A corrente € medida antes e apés a aplicacdo do pulso e séo
subtraidas, uma vez que a primeira € a contribuicdo da corrente capacitiva e a
segunda a contribuicdo da corrente faradaica. O sinal resultante é registrado em
funcdo do potencial em uma rampa linear e gera um voltamograma de pulso
diferencial (MARTINS; SENTANIN; DE SOUZA, 2019).

As principais vantagens da DPV incluem boa sensibilidade para deteccao de
espécies organicas e inorganicas, compatibilidade com diferentes solventes e
eletrélitos, ser adequada para o uso em uma diferentes temperaturas, proporcionar
analises rapidas e possibilidade de analisar varios analitos simultaneamente
(MARTINS; SENTANIN; DE SOUZA, 2019).
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6.2.4.2 Eletrodos quimicamente modificados

Um eletrodo quimicamente modificado (EQM) compreende um eletrodo base
e uma camada do modificador quimico. Alguns materiais convencionais para
eletrodos sdo ouro, platina, carbono vitreo, mercurio na forma de filme e fibras de
carbono (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002). Ao introduzir um agente modificador
na superficie dos EQMs sé&o induzidas alteracbes no eletrodo, com o objetivo de
melhorar o desempenho ou resolver problemas eletroanaliticos, como sensibilidade
e seletividade (MARTINS; SENTANIN; DE SOUZA, 2019; STRADIOTTO;
YAMANAKA; ZANONI, 2003).

A imobilizagdo de um agente modificador na superficie do eletrodo pode
ocorrer através de reacdes quimicas, quimissorcao, formacdo de compdsito ou
revestimento polimérico. Os EQM permitem um maior controle das caracteristicas e
reatividade do eletrodo, possuem uma vasta possibilidade de aplica¢cées, como o
revestimento com propriedades anticorrosivas e fotossensiveis em eletrodos
semicondutores, dispositivos para o campo de eletronicos e sensores eletroquimicos
(STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

Um meétodo muito comum para a introducdo de um agente modificador na
superficie do eletrodo consiste em recobri-lo com filmes poliméricos condutores e
permeaveis ao eletrélito de suporte e a espécie de interesse. Essa técnica permite a
imobilizacdo de multiplas monocamadas na superficie e aumenta consideravelmente
a resposta eletroquimica. O analito € pré-concentrado na camada polimérica e a
deteccdo ocorre pelo seu par redox. A resposta depende da concentracdo da
espécie eletroativa incorporada no polimero. A maioria dos polimeros séo aplicados
a superficie do eletrodo por uma combinacdo de atracdo adsortiva e baixa
solubilidade na solucdo eletrolitica, usando polimeros pré-formados ou
polimerizacdo eletroquimica (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003). A
modificacdo na superficie do eletrodo usando eletropolimerizacdo produz uma
camada de reconhecimento uniforme, reprodutivel e controlavel (ROHANI;
MOHADESI; ANSARI, 2019).

Polimeros Molecularmente Impressos (MIP) sdo promissores modificadores
de eletrodos para desenvolvimento de sensores capazes de detectar seletivamente
NnuMerosos compostos presentes em baixa concentracdo em matrizes alimentares e
ambientais (MORO et al., 2019).
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6.2.4.2.1 Polimeros Molecularmente Impressos

Polimeros Molecularmente Impressos (MIP, do inglés Molecularly Imprinted
Polymers) sao receptores poliméricos que se ligam a analitos especificos por
interacdes quimicas, similarmente aos mecanismos de ligacdo entre anticorpos e
antigenos. De maneira analoga a esse mecanismo, 0 antigeno atua como a
molécula molde (template) ao redor da qual os anticorpos (matriz polimérica) sédo
modelados, gerando configuracbes complementares com alta afinidade e
seletividade. Esses materiais também podem ser designados como anticorpos
plasticos ou polimeros biomiméticos, por serem inspirados em uma criacdo da
natureza.

Na impressdo molecular os monémeros funcionais podem ser polimerizados
ao redor de uma molécula molde (template). Para iniciar a reacdo de polimerizacéo,
a molécula deve sofrer uma quebra em sua estrutura e, para que iSso ocorra, é
necessario algum estimulo fisico, como aumento da temperatura, incidéncia de
radiacdo UV ou passagem de corrente elétrica. Apds a polimerizacdo, as moléculas
do template podem ser removidas do polimero por decomposicdo quimica ou
extracado com solvente. Dessa forma, é formada uma matriz polimérica tridimensional
com cavidades que sdo complementares a molécula de template em forma, tamanho
e funcionalidade quimica e permitem uma religacao seletiva dessas moléculas (CUI

et al., 2020). O procedimento da sintese de MIPs esta ilustrado na Figura 44.
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Figura 44 — Representacdo esquematica da sintese de polimeros molecularmente
impressos (MIP)
Fonte: adaptada de Haupt apud Foguel (2015).
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MIPs possuem diferentes éareas de aplicacdo, incluindo técnicas de
separacédo e purificacdo, sensores e biossensores, catélises, sorbente para SPE e
liberacdo controlada de drogas (LOWDON et al., 2020; VASAPOLLO et al., 2011).

A maioria dos sensores de MIP dependem da geracdo de uma resposta
Optica, ou sinal eletroquimico quando os MIPs se ligam a um analito especifico
(MORO et al., 2019). Em sensores eletroquimicos, MIPs possuem propriedades de
reconhecimento e transducdo. Como um elemento de reconhecimento, os MIPs
podem ligar os analitos alvo especificamente e gerar um sinal quimico ou fisico
(VASAPOLLO et al., 2011). Como transdutores, traduzem a ligacdo do analito em
um sinal mensuravel, como potencial, corrente, condutividade ou alteracdo de
impedancia, para detec¢cdo (LOWDON et al., 2020).

As moléculas alvo se encaixam aos sitios de ligagdo formados na matriz
polimérica por for¢cas de Van der Wals, pontes de hidrogénio, atragdes interidnicas,
interacdes hidrofobicas e interacdo de coordenacdo de metais. Esse mecanismo € o
mesmo proposto por Pauling para a formacgéo de anticorpos que usam as moléculas
do antigeno como template, o que forma as bases para o0 conceito de anticorpos
artificiais (VASAPOLLO et al., 2011).

As interacfes ndo covalentes representam 0 mecanismo mais simples de
formacéo e dissociacdo do complexo e ha uma maior disponibilidade de monémeros
funcionais que podem ser usados para essa interacdo (VASAPOLLO et al., 2011).
Entretanto, a afinidade da ligacdo entre analito e o polimero é menor do que a de
MIPs preparados com interacdes covalentes (VASAPOLLO et al., 2011).

Quando as interacdes entre o template e monémero sao covalentes fornecem
sitios de ligacdo homogéneos na matriz polimérica e reduzem os sitios néo-
especificos. Entretanto, para remover o template da matriz polimérica é necessario
gue as ligacfes covalentes sejam quebradas (VASAPOLLO et al., 2011).

Alguns parametros devem ser avaliados durante o desenvolvimento de um
MIP, pois interferem na morfologia, propriedades e performance dos polimeros.
Entre eles: o método de polimerizacdo, o0 monémero, o analito, a molécula molde, o
solvente, o agente reticulante e o iniciador radicalar (VASAPOLLO et al., 2011).

O papel do monémero é fornecer grupos funcionais que podem formar um
complexo com o template por interagdes covalentes ou ndo-covalentes. Monémeros
funcionais tipicamente usados para o preparo de MIP sdo acido metacrilico, acido

acrilico, acido vinilbenzdico, pirrol, o-aminofenol, o-fenilenodiamina, acido p-
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aminobenzdico, anilina, dopamina, 4&cido galico, p-aminotiofenol, &cido p-
aminobenzenosulfénico, acido p-amino benzdico, entre outros (GONCALVES, 2021;
VASAPOLLO et al., 2011).

A molécula molde (template) deve ser avaliada quanto a presenca de grupos
capazes de se ligar aos monémeros funcionais. Essa molécula, entretanto, ndo deve
possuir grupos que acelerem ou retardem a reacao de polimerizagdo. Usualmente o
template € o proprio analito. A interacdo template e monémero é governada por um
processo de equilibrio, por isso quantidades superiores do mondmero em relacédo ao
namero de mols do analito devem ser empregadas com o objetivo de deslocar o
equilibrio no sentido de favorecer a formacdo de uma maior quantidade de
complexos template-mondmero. O tamanho da molécula molde, seja o template ou o
analito, influencia na seletividade dos MIPs. Moléculas que possuem grupos
estéricos grandes e distantes da funcdo organica do analito que se liga ao
mondmero produzem polimeros pouco seletivos. A remocdo do template também é
uma etapa que pode interferir no desenvolvimento do MIP, pois a remoc¢édo do
template pode ndo ocorrer ou pode causar danos ao MIP. Essa etapa pode ser
realizada por solvente ou de forma eletroquimica (GONCALVES, 2021). A ligacéo do
analito ao MIP depende ainda de varios fatores, como seletividade, area superficial,
tempo de contato, temperatura, solubilidade, pH e capacidade de adsorcéo
(GONCALVES, 2021; VASAPOLLO et al., 2011).

MIPs podem ser preparados em uma variedade de formas fisicas e usando
diferentes métodos, dependendo da sua aplicacédo final. Uma abordagem comum
consiste em sintetizar MIPs em bulk (massa), formando um bloco polimérico
(TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005). Em seguida, o polimero é moido e as
particulas peneiradas nas faixas de tamanho desejadas de acordo com a aplicagao.
A moagem e peneiracdo tornam esse método demorado e muitas vezes as
particulas produzidas possuem tamanho e forma irregulares. Além disso, alguns
sitios de interacdo sao destruidos durante a moagem, reduzindo a eficiéncia do MIP
(VASAPOLLO et al., 2011).

Outro método de preparo de MIPs € a polimerizacdo por suspensao. Nesse
procedimento, 0s constituintes necessarios para que ocorra a reagdo Sao
solubilizados em um solvente organico apolar. Um solvente imiscivel, geralmente
agua, contendo um agente estabilizador para diminuir a tensao interfacial entre as

7 7z

duas fases, € adicionado e a solugcdo € aquecida. Sdo formadas particulas
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poliméricas de formato esférico e tamanhos uniformes, que sédo separadas da fase
aquosa com facilidade. A formacéo de particulas uniformes € uma vantagem desse
método. Entretanto, quando mondémeros ou analitos sdo muito soluveis em agua
pode ocorrer particdo desses constituintes da fase organica para a fase aquosa, 0
que acarreta em perda do reconhecimento da molécula (TARLEY; SOTOMAYOR,;
KUBOTA, 2005).

A polimerizacdo também pode ser realizada por precipitacdo. Esse método é
similar a polimerizacdo em bulk, porém utiliza volumes maiores de solventes com o
intuito de impedir a formacao de uma pasta polimérica. A sintese é induzida por luz
ou aquecimento na auséncia de oxigénio. A cadeia polimérica cresce continuamente
até que se torna insolivel na mistura da reacdo e precipita. Uma centrifugacéao é
realizada para separar as microparticulas obtidas. Tem como vantagens a formacao
de particulas uniformes e bons rendimentos, superiores aos obtidos pela
polimerizacdo em bulk (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

Os MIPs também podem ser preparados por eletropolimerizacdo. Nesse
meétodo, primeiramente, uma solucao contendo o template e um monémero funcional
polimerizavel é preparada e, em seguida, é fornecida energia quimica na forma de
fluxo de elétrons ao sistema. O fluxo de elétrons transforma a grande quantidade de
mondmeros funcionais em uma espécie de tecido artificial em torno do template
(GONCALVES, 2021). No caso de polimeros preparados por eletropolimerizacéo, o
template, idealmente, deve ser inerte e estavel na janela de potencial aplicado, de
forma a garantir que a impressao seja do préprio analito e ndo de seus produtos
oxidados ou reduzidos. A eletropolimerizacdo € mais rapida que a polimerizacdo em
bulk e pode ser realizada in situ na superficie do eletrodo. Além disso, a adeséo e
espessura do polimero na superficie do eletrodo podem ser controlados pelas
condicbes da eletropolimerizacdo, como o numero de ciclos voltamétricos, o
potencial aplicado, a velocidade de varredura e a proporcdo entre mondémero e
template, isso torna os MIPs eletropolimerizados mais reprodutiveis do que os MIPs
em bulk (ROHANI; MOHADESI; ANSARI, 2019).

Muito frequentemente, as interacdes entre o analito e o MIP sdo transduzidas
em um sinal por uma técnica eletroanalitica, como DPV, SWV e espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Sensores baseados em MIP para determinacdo de 2-
furfural (2-FAL) em agua e vinho foram preparados utilizando acido metacrilico como

mondmero funcional e determinacdo com sensor 6ptico (CENNAMO et al., 2019;
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PESAVENTO et al., 2020). Acido metacrilico também foi usado como mondmero
funcional para desenvolver um sensor de MIP para determinar 2-FAL em vinho
usando SWV para aquisicdo do sinal analitico com uma proporcdo de
mondémero:template de 4:1 (PESAVENTO et al., 2021). Acido p-aminobenzéico (p-
ABA) foi eletropolimerizado na superficie de um carbono de eletrodo vitreo para
formacdo de um MIP para determinagdo de diosgenina na propor¢do de 5:1
(mondmero:template) com 20 ciclos voltamétricos, velocidade de varredura de 50
mV s! e medidas realizadas por DPV (ROHANI; MOHADESI; ANSARI, 2019).
Eletropolimerizagdo de MIP também foi o método utilizado para desenvolvimento de
um sensor para determinacdo de hormoénios de tireoide usando p-ABA como
mondmero funcional em uma propor¢cdo monémero:template de 10:1 com 5 ciclos
voltamétricos, velocidade de varredura de 100 mV s! e medidas por SWV
(PACHECO et al, 2019). Um sensor para quercetina foi desenvolvido por
eletropolimerizacdo de um MIP com p-ABA em uma propor¢gao de 6:1
(mondmero:template) com 10 ciclos voltamétricos, velocidade de varredura de 50
mV s e aquisi¢do do sinal analitico por DPV (YANG L; et al., 2017). Um MIP com p-
ABA na proporcédo de 5:1 (monémero:template) para determinacdo de cefquinoma
em leite foi preparado por eletropolimerizacdo com 7 ciclos voltamétricos, velocidade
de varredura de 50 mV s! e medidas por SWV (MORO et al.,, 2019). 3,4-
metilenodioximetanfetamina (ecstasy) foi determinada em urina e sangue com um
sensor desenvolvido por um MIP preparado por eletropolimerizacdo utilizando o-
fenilenodiamina como mondmero funcional em uma propor¢cdo 1:4
(mondmero:template) com 5 ciclos voltamétricos, velocidade de varredura de
50 mV s e medidas analiticas realizadas por SWV (COUTO et al., 2019).

Os MIPs séo altamente especificos e seletivos ao analito alvo, sdo adequados
para aplicacdo em uma grande variedade de analitos, sdo resistentes a ambientes
adversos, como meios acidos e basicos, presenca de ions metalicos, solventes
organicos, altas temperaturas e alta pressao, além disso representam um método
rapido e facil para se trabalhar e tem um baixo custo quando comparado a outras
técnicas de anéalise (LOWDON et al., 2020).

Algumas desvantagens reportadas durante o desenvolvimento de MIPs s&o
gue as cavidades formadas podem nao ser suficientemente seletivas e interagir com
outros interferentes semelhantes ao analito. Em alguns casos pode nao haver uma

diferenca do sinal entre o MIP e o NIP (polimero de controle sintetizado de forma
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analoga ao MIP, porém sem a molécula molde), o que indica que apenas uma
adsorcéo do analito deve ocorrer no polimero e ndo uma interagdo especifica com
as cavidades do MIP (GONCALVES, 2021). Baixa reprodutibilidade também é um

problema frequentemente relatado em analises com MIPs.

6.3 Objetivos

e Desenvolver um método para analisar HMF em amostras de café utilizando a
técnica SALLE para extracdo do analito e sensor eletroquimico (MIP) para
deteccéo

e Desenvolver um sensor eletroquimico baseado em um polimero
molecularmente impresso (MIP) para determinagdo de HMF, utilizando &cido
p-aminobenzoico (p-ABA) como mondmero funcional e HMF como molécula
molde

e Avaliar a eficiéncia e otimizar a técnica SALLE para extracdo de HMF de
amostras de café

e Realizar a validacdo do procedimento analitico proposto utilizando MIP e
SALLE para determinacdo de HMF

e Empregar o método com MIP e SALLE MIP para determinacdo de HMF em

amostras de café em po e café instantaneo

6.4 Parte Experimental

Nesta secdo sao descritos os procedimentos realizados para a otimiza¢ao dos
parametros de eletropolimerizacdo do MIP e das condicdbes da SALLE para

determinacdo de HMF em amostras de café por voltametria.

6.4.1 Reagentes e amostras

Todas as solucdes aquosas foram preparadas com agua deionizada
(ultrapura) de resistividade maior que 18,2 MQ cm e temperatura de 25 °C.
Hexacianoferrato (Ill) de potassio, hexacianoferrato (ll) tri-hidratado de potéassio,

o6xido de aluminio, cafeina, 2-furfural, fosfato de sédio dibéasico, fosfato de sédio
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monobdsico, &cido p-aminobenzdico (p-aminobenzoic acid — p-ABA) e acetonitrila
(ACN) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Cloreto de potassio e carbonato de sédio
foram adquiridos pela Reagen. Cloreto de sédio foi adquirido pela Synth e 5-
hidroximetilfurfural (HMF) pela Oakwood Chemical.

A solucdo tampao de fosfato de sédio (PBS, do inglés Phosphate Buffer
Solution) de concentracdo 0,17 mol L* (pH 7,4) foi preparada usando fosfato de
sadio dibasico e fosfato de s6dio monobasico.

6.4.2 Equipamento

Medidas voltamétricas, como voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial foram realizadas com potenciostato AUT86702 operado com software
NOVA, verséo 2.1.4 (Metrohm, Herisau, Switzerland).

O sistema eletroquimico utilizado consiste em um eletrodo de carbono vitreo
(GCE, do inglés Glassy Carbon Electrode), um contra eletrodo de haste de grafite e
um eletrodo de referéncia (Ag|AgCl) em solucdo saturada de KCI, todos adquiridos

pela Microtube (Araraquara, Brasil).

6.4.3 Preparacao do MIP na superficie do eletrodo

Para a preparacdo do MIP, inicialmente um GCE comercial foi
mecanicamente polido em Al>Os, lavado com agua ultrapura e secado em corrente
de N2. Para a sintese do MIP, foi preparada uma solugéo de polimerizacdo com 6
mmol L de p-ABA (monémero) e 1 mmol L' de HMF (template) em PBS pH 7,4.
Subsequentemente, o eletrodo foi imerso nessa solucdo e a polimerizagdo foi
realizada com 10 ciclos voltamétricos entre -2,0 V e +1,2 V a uma velocidade de
varredura de 50 mV s

Apbés a polimerizagcdo, o GCE foi imerso e mecanicamente agitado em
solucdo de NaOH 0,1 mol L por 2,5 minutos a temperatura ambiente para a
remocdo das moléculas alvo da superficie do eletrodo. O GCE foi lavado em agua
ultrapura, secado em corrente de N2 e imerso em uma solugdo de incubagdo, onde
permaneceu por 45 minutos, para permitir a ligagdo do analito na superficie do

eletrodo. As solugbes de incubagéo eram compostas por padroes de HMF em PBS
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pH 7,4 ou por aliquotas preparadas a partir das amostras de café diluidas em PBS
pH 7,4, apds extragdo por SALLE.

Apés transcorrido o tempo de incubagcdo, o HMF contido na superficie do
GCE foi quantificado pela medida do sinal da corrente de reducdo do HMF em
NaOH 0,1 mol L por voltametria de pulso diferencial (DPV) de -1,3 V para -1,6 V.
De forma similar a proposta por SILVA (2013).

Paralelamente, um polimero molecularmente ndo impresso (NIP, do inglés
Non-Imprinted Polymer) foi preparado como um controle, de forma analoga ao MIP,
porém sem a presenca da molécula alvo. Para isso, foi realizada a
eletropolimerizacdo de uma solugdo 6 mmol L* do monémero (p-ABA) preparado em
PBS pH 7,4 no GCE com 10 ciclos voltamétricos entre -2,0 V e +1,2 V a uma
velocidade de varredura de 50 mV st. O eletrodo foi imerso em solucdo de NaOH
0,1 mol L e agitado mecanicamente por 2,5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o GCE foi lavado com agua ultrapura, secado em corrente de nitrogénio e
imerso em uma solucao de incubacao contendo padrdo de HMF preparado em PBS
pH 7,4 por 45 minutos. Da mesma forma que com o MIP, a intensidade da corrente

foi medida em solugcdo de NaOH 0,1 mol L por DPV.

6.4.4 Procedimento de SALLE para extracdo de HMF

Para o procedimento de extracdo liquido-liquido assistida por salting-out
(SALLE), primeiramente, 0,04 g de amostras de café foram pesadas em um
Eppendorf e 1 mL de solucdo de ACN:PBS, na proporcao de 70:30, foi adicionada. A
solucéo no tubo foi agitada em vortex por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados
0,02 g de NaCl e a solucéao foi centrifugada por 10 minutos a 2000 x g (6000 rpm).
Apos centrifugacdo, uma aliquota de 0,3 mL do sobrenadante foi retirada e diluida
para 5 mL com PBS pH 7,4, para ser utilizada como solucéo de incubacéo. O GCE,
apos polimerizacao e remoc¢ao da molécula de template, foi imerso nessa solucéo de
incubacdo por 45 minutos.

Com o objetivo de determinar a melhor proporcdo de ACN:PBS e a
guantidade de NaCl que proporcionariam a melhor condicdo para a extracdo do
HMF das amostras, as solu¢des de ACN:PBS foram preparadas nas proporc¢des de
30:70, 50:50, 60:40 e 70:30 e NaCl foi adicionado nas quantidades de 5, 10, 20, 30,

40 e 50 mg. O sal Na>COs3 também foi avaliado, nas mesmas quantidades de NacCl,



178

como um possivel eletrélito para promover o efeito salting-out. Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata.

6.4.5 Caracterizagdo do MIP de p-ABA

O MIP formado pela eletropolimerizagédo de p-ABA na presenca de HMF foi
caracterizado por voltametria ciclica com uma solugdo aquosa contendo a sonda
redox. A sonda redox é composta por 2,5 mmol L de KsFe(CN)s € 2,5 mmol L de
KsFe(CN)s em 0,5 mol L** de KCI. A voltametria ciclica foi registrada apés cada etapa
do desenvolvimento do MIP: no eletrodo totalmente polido e eletroguimicamente
limpo, apds a eletropolimerizacdo do MIP na superficie do eletrodo, apds a remocéo
do template do MIP e apos a incubacéo do eletrodo em uma solugdo contendo o
analito de interesse (HMF).

A voltametria ciclica para a caracterizagcdo do MIP pela sonda redox foi
realizada de -0,6 V a +0,8 V com uma velocidade de varredura de 0,05V st e 1 ciclo

voltameétrico.

6.4.6 Avaliacdo dos parametros analiticos do método proposto

Para a construcao da curva de calibracao, foram preparadas solu¢cbes padréo
de HMF em diferentes concentracbes e as amostras foram submetidas ao
procedimento de extracdo por SALLE e analise por MIP descritos nas secoes
anteriores. As solucdes padrao foram preparadas de forma que as concentracdes de
HMF na solucédo de incubacéo fossem iguaisa 1, 2, 3,4,5,6 e 7mg L, em PBS pH
7,4.

Uma curva com adicdo de padréo foi construida para verificar a interferéncia
da matriz no sinal obtido pelas analises. Para os experimentos com adicdo de
padrao, 0,04 g de amostra de café instantaneo foram pesados no frasco Eppendorf e
aliquotas de solucdo padrdo com diferentes concentracées de HMF, preparados em
PBS, foram adicionadas ao frasco de reacdo e submetidas ao procedimento de
extracdo por SALLE e andlise por MIP, conforme descritos nas se¢fes anteriores.
As solucdes padrao foram preparadas de forma que as concentragbes de HMF na

solucdo de incubacéo fossem iguaisa 1, 2, 3, 4,5,6 e 7 mg L, em PBS pH 7,4.
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A repetibilidade, reprodutibilidade e recuperacdo do meétodo foram avaliadas
pela analise de 6 amostras de café enriquecidas com solucdo padrdo de HMF nas
concentracdes de 4 e 7 mg L1. A repetibilidade e a reprodutibilidade foram avaliadas
pelo desvio padréo relativo obtido na analise de 6 amostras de café, preparadas no
mesmo dia e em dias diferentes, respectivamente. A recuperacdo do método foi
avaliada através da exatiddo entre os resultados observados e os resultados
esperados.

A seletividade foi verificada pela analise de solugdes de 7 mg L de 2-furfural,
cafeina, glicose, acido ascorbico e metilglioxal que foram submetidas ao

procedimento de extracdo e analise propostos.

6.5 Resultados e Discussao

Nesta secdo sdo apresentados e analisados o0s resultados observados
durantes o desenvolvimento do procedimento experimental proposto para

determinacdo de HMF em café utilizando SALLE e MIP.

6.5.1 Avaliacéo eletroquimica

Para a formacdo do MIP na superficie do eletrodo, foi realizada a
eletropolimerizacdo do monémero p-ABA na presenca de HMF. p-ABA ¢é
amplamente utilizado na literatura como monémero para uma grande variedade de
materiais e analitos, por ser facilmente eletropolimerizado e por originar filmes
poliméricos com boa estabilidade quimica e mecanica (FERREIRA L. et al., 2015;
HUANG et al., 2009; LIU et al., 2011; MORO et al., 2019; PACHECO et al., 2019;
PERNITES et al.,, 2011; ROHANI; MOHADESI; ANSARI, 2019; XU et al., 2001;
YANG S. et al.,, 2017; ZHANG; WANG; XU, 2010). O mecanismo de rea¢do do
p-ABA esta esquematizado na Figura 45. O p-ABA é primeiramente oxidado a
radicais livres, esses radicais rapidamente se combinam e formam &cido
hidrazobenzadico, que é oxidado a acido azobenzdico, que por sua vez, pode ser

reduzido a acido hidrazobenzoéico.
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Figura 45 — Mecanismo de reacéo de p-ABA na superficie de eletrodos modificados
Fonte: Liu et al. (2012).

Tipicamente, os MIPs sao eletroquimicamente caracterizados pelo seu
comportamento durante a voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) ou
pela espectroscopia de impedancia eletroquimica (GONCALVES, 2021).

O procedimento de voltametria ciclica realizado para promover a
eletropolimerizacdo do p-ABA na superficie do GCE (sem a presenca do template)
esta representado na Figura 46. Um processo irreversivel de oxidacdo do p-ABA
ocorre em torno de +0,90 V (a), resultando na formacdo do monémero ativado. A
corrente do pico de oxidacdo diminui conforme o namero de ciclos voltamétricos
aumenta, o que demonstra o progresso da oxidacdo de p-ABA na superficie do
eletrodo. Os picos redox do polimero sdo formados nos potenciais de +0,16 V
(potencial de pico anodico — Epa), que corresponde ao pico b da Figura 46, e +0,01 V
(potencial de pico catodico — Epc), que corresponde ao pico ¢ da Figura 46. Esses
picos permitem acompanhar o crescimento do polimero, pois com o aumento do
namero de ciclos, a corrente de ambos os picos também aumenta. A diminui¢do na
corrente do pico do monémero e o aumento na corrente dos picos do polimero
evidenciam a ocorréncia de modificacdo na superficie do eletrodo e a formacéo de

um filme polimérico condutor.
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Figura 46 — Voltametria ciclica realizada para promover a eletropolimerizacéo de p-
ABA na superficie do GCE. (a) pico de oxidagdo do monémero, (b) Era do polimero,
(c) Epc do polimero
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

A Figura 47 mostra a voltametria ciclica realizada para promover a
eletropolimerizacdo de uma solucdo de PBS contendo 6 mmol L de p-ABA e 1
mmol L' de HMF (template) na superficie do GCE modificado. Préximo ao pico de
oxidacdo do monbémero (pico a), € possivel observar a formacdo de um ombro,
+0,75 V no primeiro ciclo voltamétrico, que corresponde a adsor¢cdo do monémero
neutro na superficie do eletrodo. Durante os ciclos seguintes, houve uma mudanca
no processo de oxidacao irreversivel para potenciais mais positivos, de +0,90 V (pico
a). Esse ombro também pode ser resultado da formacao de diferentes radicais livres.
A ocorréncia de dois picos irreversiveis para a oxidacdo do monémero sugerem a
formacdo de radicais altamente reativos carregados positivamente. A oxidagao
observada em +0,75 V indica a iniciacdo da eletropolimerizacdo do p-ABA, enquanto
a oxidacdo observada em +0,90 V indica a continuacdo da eletropolimerizacdo na
superficie do GCE até uma densidade de corrente critica, onde uma espessura
estacionaria do polimero € obtida. Nesse ponto, o perfil da CV ndo é mais afetado
pela varredura de potencial pois o produto da reacdo ndo é eletroativo na faixa de
potencial aplicado (FERREIRA L. et al., 2015). Os valores das correntes do pico a
diminuem com o aumento do nuamero de ciclos de polimerizacdo. Esse

comportamento é resultado do progressivo consumo do monémero nas vizinhancas
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da superficie do eletrodo onde ocorre a eletropolimerizagdo. Esse produto deve
cobrir uma fracdo da superficie do eletrodo, que se torna eletroquimicamente inativa
e resulta em um decréscimo gradual da intensidade da corrente do pico.

Os picos em +0,16 V (pico b) e +0,01 V (pico c) correspondem ao par redox
irreversivel, Epa € Epc, respectivamente. Nesses picos é observado um aumento da
corrente com 0 aumento do numero de ciclos.

Quando a varredura segue de -2,0 V para +1,2 V, um pico de reducdo bem
definido é observado em -1,32 V, depois esse pico tem um deslocamento para um
potencial um pouco mais negativo nas varreduras seguintes, para -1,39 V (pico d).
Esses picos correspondem a reducao do HMF.
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-90 —

2,0 -1,5 | -1I,0 ' -0',5 | 0:0 | 0,5 1,0
potencial (V vs Ag|AgCl)

Figura 47 — Voltametria ciclica realizada para promover a eletropolimerizacéo de
p-ABA na superficie do GCE. (a) pico de oxidagdo do monémero, (b) Epa do

polimero, (c) Epc do polimero, (d) pico de reducdo do HMF
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

E sugerido que a resposta eletroquimica do HMF é baseada na reduc&o do
grupo aldeido ou da ligacao dupla do anel, mas que no grupo aldeido ela ocorre com
mais facilidade e, dessa forma, deve haver um sinal especifico na zona de reducgéo
guando ha a formagdo do composto 2,5-di-(hidroximetil)furano (BMFH) (Figura 48)
(REYES-SALAS et al., 2006).
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Figura 48 — Oxidacao e reducédo de HMF em meio acido
Fonte: Adaptada de Salhi, Samet e Trabelsi (2020).

A voltametria ciclica também foi utilizada para investigar as modificacdes na

superficie do eletrodo durante cada etapa do desenvolvimento do MIP, incluindo a

remocéo do template e a religacdo do analito ao MIP, representada na Figura 49. A

cinética de transporte de ions na interface de polimero p-ABA com a solugéo foi

estudado pela CV registrada em solucdo aquosa contendo a sonda redox (2,5 mmol
L de KsFe(CN)s, 2,5 mmol L de KsFe(CN)s em 0,5 mol L de KCI). A natureza da

interacdo do polimero de p-ABA com a sonda redox fornece importantes

informacdes sobre as reacdes de transferéncia de carga que podem ocorrer na

superficie do eletrodo (FERREIRA L. et al., 2015).
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Figura 49 — Voltamogramas obtidos pela analise em sonda redox. GCE:
apos limpeza do eletrodo com H2SO4, GCE-MIP: apos eletropolimerizagéo,
GCE-MIP-rt: ap6s remocao do template, GCE-MIP-inc: apés incubacao do

MIP em solucéo padrao de HMF
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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O GCE limpo e ndo modificado exibe um tipico par de picos no voltamograma
registrado, que corresponde a oxidagéo (Eox = +0,31 V vs Ag|AgCI) e a reducdo (Ered
= +0,18 V vs Ag|AgCl) do par redox ferri/ferro (linha marrom — GCE). A subsequente
etapa de eletropolimerizacdo é caracterizada por uma queda significativa da corrente
de pico no voltamograma correspondente (linha amarela — GCE-MIP), de 97,4 pA
para 0,998 pA. E sugerido que, durante a etapa de eletropolimerizagdo, uma
camada homogénea do polimero de p-ABA com as moléculas do template (HMF)
fortemente ligadas, é formada na superficie do eletrodo finamente polida e
eletroquimicamente limpa e, portanto, a transferéncia de carga envolvida na sonda
redox é afetada pela formacdo do polimero. Na etapa seguinte, a remoc¢do do
template é obtida pela eluicdo do HMF em solucdo de NaOH 0,1 mol L sob
agitacdo constante por 3 minutos, essa etapa € caracterizada por uma diminui¢ao
adicional da corrente de pico na CV (linha verde claro — GCE-MIP-rt) de 0,998 pA
para 0,162 pA. Por dltimo, o voltamograma apos incubacédo do MIP em solucéao de
100 pumol L de HMF (linha verde escura — GCE-MIP-inc) exibe uma corrente de
pico maior do que a observada na etapa anterior, que aumentou de 0,162 YA para
0,458 pA. Esse valor estd entre os valores de corrente de pico obtidos apos
eletropolimerizacdo (GCE-MIP) e apds a remoc¢ao da molécula molde (GCE-MIP-rt).
Esses resultados sugerem que a estrutura polimérica com cavidades moleculares
vazias € altamente resistiva e que a adicdio de HMF induz um aumento das

correntes de pico.

6.5.2 Otimizacdo dos parametros para preparacao do MIP

Para o desenvolvimento e otimizacdo das condicGes para eletropolimerizacéo
do MIP, foram avaliados os efeitos de alguns parametros na performance do
eletrodo, incluindo a concentracdo de template (HMF) e mondémero (p-ABA), nimero
de ciclos de eletropolimerizacdo, velocidade de varredura e tempo de incubacéo
necessario para a reconexao do HMF nas cavidades especificas do polimero
formado. As medi¢cBes foram realizadas através de analises por DPV de solucdes de
100 pmol L't de HMF.

A relagdo template:mondémero: € um parédmetro essencial no processo de
eletropolimerizacdo pois influencia a estabilidade e seletividade da molécula alvo

pelo MIP. Para investigar a melhor proporgcdo para as solugbes de polimerizagao,
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foram utilizadas concentracdes de p-ABA que variaram de 3 a 8 mmol L1, enquanto
a concentracdo de HMF foi mantida em 1 mmol L (Figura 50). Um aumento na
concentracdo do mondémero pode causar uma rapida polimerizacdo e aumento da
sensibilidade do sensor. Entretanto, concentragdes muito elevadas do mondémero
podem levar a geracao de filmes volumosos e impedir o acesso a alguns dos sitios
de reconhecimento (LIU et al., 2011). O melhor desempenho analitico foi obtido para
o sensor preparado com 1 e 6 mmol L' de HMF e p-ABA, respectivamente,
representando uma relacdo de template:mondémero de 1:6, que foi utilizada para a

otimizag&o dos demais parametros.
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Figura 50 — DPV registrado de -1,3 V a -1,6 V para diferentes propor¢des entre as
concentracdes em mmol L entre template:monémero (HMF:p-ABA)
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

O numero e tamanho das cavidades do polimero podem ser afetados pela
espessura do filme polimérico, que esta relacionado ao nuamero dos ciclos
voltamétricos. Ao variar o nimero de ciclos voltamétricos, a espessura do filme
depositado na superficie do GCE pode ser controlada, esse parametro afeta a
seletividade e sensibilidade do método. No geral, filmes de espessura mais fina

possuem mais cavidades impressas, porém essas cavidades podem ficar muito
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distantes da superficie do eletrodo e tornar dificil o acesso do analito ao filme
polimérico (ROHANI; MOHADESI; ANSARI, 2019).

O ndmero de ciclos voltamétricos é um pardmetro que influéncia
significativamente os valores da corrente de pico do HMF. Foram realizadas
eletropolimeriza¢bes utilizando 10, 20, 30, 40 e 50 ciclos voltamétricos para
otimizacdo desse parametro (Figura 51). Eletropolimerizacdes realizadas com 10
ciclos mostraram ser a melhor opcdo, uma vez que maiores quantidades de ciclos
nao apresentaram uma diferenca significativa no valor do sinal e implicariam em
aumento do tempo de eletropolimerizacdo. Além disso, quanto maior o numero de
ciclos de polimerizacao mais espessa é a camada de filme formada e, portanto, mais
dificil é extrair as moléculas de template do polimero para formar as cavidades
especificas necessarias no MIP. No entanto, se a camada for muito fina, ela pode
ser bastante instavel e incapaz de polimerizar adequadamente em torno das
moléculas do modelo (ROHANI; MOHADESI; ANSARI, 2019).
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Figura 51 — DPV registrado de -1,3 V a -1,6 V para MIP desenvolvido com diferentes
nameros de ciclos voltamétricos
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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A espessura do filme do MIP (h) foi estimada em 311 + 2 nm através do da
resolucdo da seguinte equacédo (GROTHE et al., 2010; MATHIEU-SCHEERS et al.,
2019):

qM

h = SANF (12)

onde q é a carga associada com a polimerizacdo, obtida pela integracdo dos picos
durante a eletropolimerizacdo, M é a massa molecular do p-ABA (137,14 g mol?), p
é a densidade do polimero (valor de 1,5 g cm™ foi adotado), A é a area geométrica
do eletrodo (7,05x102), n é o nimero de elétrons envolvidos na eletropolimerizacdo
de cada molécula de p-ABA (1), e F é a constante de Faraday (96 485 C mol?)
(COUTO et al., 2019; GONCALVES, 2021). A espessura do filme do NIP também foi
calculada através dessa equacao e foi estimada em 240 + 13 nm.

Com o objetivo de otimizar a velocidade de varredura, foram avaliadas as
velocidades de 10, 25, 50, 75 e 100 mV s*? (Figura 52). A corrente de pico
apresentou um aumento de 0 para 50 mV s e um decréscimo quando potenciais
mais altos foram aplicados, de forma que 50 mV s foi adotada como a velocidade

de varredura para a eletropolimerizacédo do MIP nas andlises posteriores.
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Figura 52 — DPV registrado de -1,3 V a -1,6 V para MIP desenvolvido com diferentes
velocidades de varredura

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

O tempo ideal para que o eletrodo permaneca imerso na solucdo de

incubacdo e permita a religacdo do analito ao MIP foi avaliado realizando a
incubacéao durante 10, 30, 45, 60 e 75 minutos em solucdo de HMF de concentracao

de 100 pmol L* (Figura 53). A sensibilidade do sinal do HMF obtido pela DPV

apresentou um crescimento com o aumento do tempo de incubacao, atingindo um

maximo em 45 minutos, apos esse periodo foi observado uma diminui¢cdo no sinal

guando tempos de incubacao maiores foram utilizados.
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Figura 53 — DPV registrado de -1,3 V a -1,6 V para MIP analisado apos diferentes
tempos de incubacao
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

6.5.3 Otimizacao da técnica de SALLE

A eficiéncia da técnica de salting-out assisted liquid-liquid extraction (SALLE)
foi investigada através das recuperacdes para o procedimento de extracao, realizado
com diferentes proporcdes de ACN e PBS e com diferentes quantidades de NaCl e
Na2CO:s.

Entre os dois eletrélitos avaliados para promover o efeito salting-out, Na.CO3
mostrou grande variacdo nos resultados de recuperacédo, esse comportamento pode

ser consequéncia de uma alteracdo no pH da solucdo promovida por este sal (Figura
54).
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Figura 54 — Recuperacdes (%) obtidas utilizando diferentes massas de Na>COs3
como eletrolito para SALLE e diferentes composi¢des de volume dos solventes
(ACN:PBS)

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Recuperacbes observadas para extracdes realizadas com NaCl mostraram
ser este um eletrdlito mais conveniente para a realizacdo do procedimento de
extracdo do HMF de amostras de café. Adicdes de 5 mg de NaCl ja foram suficientes
para promover uma melhoria na extracado do HMF, entretanto taxas de recuperagao
mais satisfatérias foram alcancadas quando quantidades maiores que 10 mg foram
adicionadas. As recuperacbes permaneceram com razfes levemente similares
mesmo quando quantidades maiores de NaCl foram adicionadas (Figura 55). A
proporcao entre os volumes de ACN e PBS também apresentou influéncia para as
taxas de recuperacdo de HMF das amostras. Melhores razfes de recuperacao foram
alcancadas quando maiores volumes de ACN foram empregados, e a proporcao de

ACN:PBS de 70:30 foi considerada a melhor escolha para as extracfes (Figura 55).
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Figura 55 — Recuperacdes (%) obtidas utilizando diferentes massas de NaCl como
eletrdlito para SALLE e diferentes composic¢des de volume dos solventes (ACN:PBS)
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

6.5.4 Avaliacdo dos parametros analiticos do método

Uma forma de avaliar a eficiéncia do MIP é verificar sua seletividade para
moléculas diferentes, porém estruturalmente similares ao analito de interesse ou
com possibilidade de serem encontradas no mesmo meio. A seletividade do sensor
foi avaliada comparando o sinal obtido pela corrente de pico do HMF (i = 0,45 pA no
potencial de -1,44 V) com o sinal de algumas moléculas importantes pela frequéncia
com gue aparecem em alimentos. Foram avaliados como possiveis interferentes:
cafeina, glicose, acido ascorbico, metilglioxal e 2-furfural, todos em concentracédo de

7 mg L. A estrutura das moléculas avaliadas esta representada na Figura 56.
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Figura 56 — Moléculas avaliadas como possiveis interferentes na analise de HMF
pelo MIP

Fonte: Elaborada pela Autora (2022).

Entre as moléculas analisadas, a Unica que apresentou um sinal dentro do
potencial avaliado foi 2-furfural, com um valor de corrente de pico de 0,28 pA
determinada no potencial de -1,53 V (Figura 57). Como as duas moléculas foram
determinadas em potenciais diferentes e o 2-furfural apresentou menor sensibilidade
em comparacdo ao sinal obtido pelo HMF, o MIP foi, portanto, considerado

adequado para a determinacéo de HMF.
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Figura 57 — Comparacao entre os voltamogramas obtidos para a analise de 2-
furfural e HMF pelo MIP proposto
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).
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Para avaliar a linearidade do método proposto, foi construida uma curva de
calibracdo com os valores da corrente de pico obtidos no sinal de reducédo de
diferentes concentracbes de HMF por DPV. Como mostrado na Figura 58, a
resposta da corrente de pico da DPV aumenta conforme aumentam as
concentracbes de HMF. A equacdo da regressédo linear obtida foi de 8,21x10% +
1,37x10° [HMF] — 4,54x108 + 3,16x10° e o coeficiente de determinacéo (r?) foi igual
a 0,9986. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,372 mg L?! e

1,240 mg L%, respectivamente, que correspondem a 155 e 517 mg kg™.
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Figura 58 — DPV registrado de -1,3 V a -1,6 V para diferentes concentracdes de
HMF determinadas pelo MIP proposto e curva de calibracédo construida com os
valores de corrente dessas concentracoes
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Um NIP foi preparado de forma analoga ao MIP, porém sem utilizar o
template (HMF). Apds a eletropolimerizacéo e o procedimento de limpeza do MIP, o
eletrodo do NIP foi imerso em solucdo de incubacdo de HMF nas mesmas
concentragfes utilizadas para a elaboracdo da curva de calibracédo do MIP. A curva
de calibracdo para o NIP forneceu uma equacéo linear de 3,23x10% + 1,35x10°
[HMF] — 3,18x10°® + 6,03x10° e um coeficiente de determinacdo (r?) igual a 0,9914
(Figura 59). A inclinacdo da curva de calibracdo obtida para o MIP demonstra uma
sensibilidade maior do que para o NIP, esse resultado assegura que o MIP é mais

eficiente que o NIP para reincorporar o analito na superficie do eletrodo.
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Figura 59 — Comparacao das curvas de calibracéo obtidas para a
determinacdo de HMF pelo MIP e pelo NIP
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Foi calculado o fator de impresséo (FI) usando a equagao abaixo, onde i), € a

corrente do pico (NDUNDA, 2020).

_ i (MIP) (13)
i, (NIP)

FI deve ser maior do que 1 e possuir o maior valor possivel. O FI calculado
para as concentracfes de HMF utilizadas apresentou valores entre 2,79 e 4,22.
demonstrando que o MIP oferece condicbes adequadas para a medicéo
eletroquimica de HMF.

O efeito matriz foi avaliado pela curva construida com adicdo de padrdes de
HMF as amostras de café, que forneceu uma equacdo de reta de 6,12x10°% +
1,39x10° [HMF] — 3,38x10°® + 5,56x10°, e um r? de 0,9974. A Figura 60 representa a
curva de calibragédo e a curva com adi¢céo de padrao. As inclinagdes das duas curvas

foram comparadas pelo teste t de Student com intervalo de confianca de 95 %.
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Como houve uma diferenga significativa (t < 0,05) entre as inclinagdes dos dois
modelos de calibracdo, adotou-se o0 método da curva com adi¢cdo de padrdo para
guantificacdo do HMF.

Os resultados mostram que a matriz tem um efeito pronunciado nas analises.
Houve uma diminuicdo na sensibilidade do método na analise por DPV quando os
experimentos foram realizados na presenca da matriz de café. A matriz,
possivelmente, dificulta a extracdo dos analitos e fornece um menor enriquecimento
da fase organica em comparacdo com as solucdes de padrdes extraidas por SALLE.
Diniz et al. (2020) também reportaram um efeito da matriz significativamente
negativo na analise por DPV para determinacdo de ronidazol em carne bovina. O
efeito negativo da matriz observado em algumas analises voltamétricas, em muitos
casos, é considerado como um fator limitante para essas analises. Algumas
matrizes, de fato, inviabilizam a analise por voltametria, entretanto, efeitos negativos
da matriz também sdo observados em analises realizadas por outros métodos
analiticos, e essa acaba por ainda ser uma desvantagem encontrada ao se trabalhar
com matrizes de elevada complexidade. Ao invés de ser considerado como uma
limitacdo, essa dificuldade deve ser encarada como um desafio analitico e ser
trabalhada com o propdsito de encontrar solugdes que mais beneficios e melhorias

possam causar as analises.
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Figura 60 — Comparacgao entre as curvas de calibracdo e curva com adicéo de
padréo para o HMF
Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

A repetibilidade do método foi avaliada pela analise no mesmo dia de 6
réplicas de amostras com adicédo de solucdo padrdo nas concentracdes de 4 mg L+
e 7 mg L' de HMF nas solugGes de incubacéo. A reprodutibilidade foi avaliada pela
analise em 6 dias diferentes de amostras de HMF em solucdo nas mesmas
concentracfes que a repetibilidade. Para ambas as concentracdes a repetibilidade
obtida foi de 6 % e a reprodutibilidade foi de 10 %. Foram determinadas taxas de
recuperacéo de 97 % para concentracdo de 1 mg L, de 99 % para concentracéo de
4 mg L*!ede 101 % para concentragdo de 7 mg L.

Os parametros analiticos avaliados mostraram que o método proposto é
adequado para analise de HMF em amostras de café e pode ser uma alternativa
para métodos analiticos previamente descritas na literatura (Quadro 4). As principais
vantagens do meétodo de utilizando SALLE e MIP s&o a simplicidade do
procedimento experimental, a facil operacéo, boas seletividade e sensibilidade. Além
disso, o método é ambientalmente amigavel, uma vez que utiliza poucas

guantidades de solventes organicos.



198

6.5.5 Determinagdo de HMF em amostras de café

O método proposto de extracdo por SALLE e analise por MIP foi utilizado para
determinacdo de HMF em amostras de diferentes marcas de café em pé e
instantaneo. As concentragdes de HMF encontradas nas amostras analisadas estéao
descritas na Tabela 8. As concentragcbes de HMF determinadas ficaram entre
261,0 (41,0) mg kg? e 770,0 (55,9) mg kg? para amostras de café em p6 e entre
1510 (50) mg kg! e 4445 (278) mg kg?' para amostras de café instantaneo.
Possivelmente o processo de producdo do café instantaneo favorece o aumento da
concentracdo de HMF no produto final. Além disso, o café instantdneo € um produto
totalmente soluvel em agua, enquanto no café em pé uma massa ndo soluvel
permanece ao final do preparo, isso também pode influenciar resultados maiores de

HMF no café instantaneo.

Tabela 8 — Concentracdo de HMF nas amostras de café
determinadas pelo método proposto

Amostra '\SOdO de Caracteristica  HMF (mg kg™)
reparo
A em po tradicional 723,1 (47,3)
B em po tradicional 580,8 (94,2)
C em po tradicional 261,0 (41,0)
D em po (capsula) tradicional 770,2 (55,9)
E em po (capsula) tradicional 378,0(72,1)
F instantaneo forte 4445 (278)
G instantaneo forte (liofilizado) 2227 (219)
H instantaneo descafeinado 1920 (95)
| instantaneo tradicional 1510 (50)
J instantaneo classico 1943 (30)

Fonte: Elaborada pela Autora (2021).

Cheong et al. (2013) encontraram concentracées de 3 a 27 mg L de HMF em
amostras de café arabica. Albouchi e Murkovic (2019) encontraram concentracdes
de 28,5 mg L't de HMF em amostras de café de infuséo de filtro e de 29 mg L* em
café expresso. Arribas-Lorenzo e Morales (2010) determinaram concentracdes de
HMF de 110 mg kg* em amostra de café em p6é e de 2480 mg kg* em café
instantaneo. Ciaramelli, Palmioli e Airoldi (2019) encontraram concentra¢des de HMF
em café entre 1,18 e 3,70 mg kg. Concentracdo de HMF variaram de 262 a 547 mg
kg em café em p6 e de 91 a 3060 mg kg* em café instantaneo (HUS@Y et al.,

2008). Murkovic e Bornik (2006) encontraram concentragbes de HMF em café que
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variaram de 300 a 1900 mg kg! e Macheiner et al. (2021) encontraram
concentracdes entre 77,7 e 322 mg kg*. Concentracbes de HMF em sementes de
café variaram de 233 mg kg em torrefagédo a 240 °C por 8 minutos a 449 mg kg
em torrefacdo & 220 °C por 10 minutos (HAMZALIOGLU; GOKMEN, 2020).
Concentracdo de HMF em café turco tradicional foi determinada na faixa de 213-239
mg kg e de 336-362 mg kg em café turco instantaneo (MORTAS et al., 2017).

6.6 Conclusodes

O método de extracao utilizando SALLE e MIP desenvolvido mostrou ser
adequado para deteccdo e quantificacdo de HMF em amostras de café. A
combinacao de MIP com técnicas adicionais de separacédo ndo € incomum devido a
complexidade de algumas amostras, especialmente amostras alimentares. Os
parametros experimentais do SALLE e do sensor MIP foram otimizados e o método
apresentou seletividade adequada e bons parametros analiticos. O MIP mostrou ter
sensibilidade para identificacdo e quantificacdo do HMF. A adicdo de NaCl e
extracdo com ACN proporcionaram melhores recuperacdes para o HMF da amostra,
demonstrando a eficiéncia da técnica SALLE para a extracdo desse analito. A
verificacdo dos parametros analiticos apresentou resultados que validam a aplicacéo
do método para andlises em amostras de café. Analises em amostras de café
mostraram que o HMF alcancou concentracbes de 261,0 (41,0) a 770,2 (55,9)
mg kg? em amostras de café em pé e de 1510 (50) a 4445 (278) mg kg?! em
amostras de café instantaneo.

O método proposto apresenta vantagens em relacdo a outros métodos ja
apresentados na literatura devido a sua simplicidade, facil operacao, baixo custo e

utilizacdo de volumes pequenos de solventes organicos.
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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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