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RESUMO

As aminas biogénicas (ABs) sao substancias organicas nitrogenadas de baixo peso
molecular com efeitos fisiolégicos e atividades biolégicas. Deste grupo, apenas o
nivel da histamina em alimentos (HIS) é controlado por érgaos reguladores, com
niveis maximos permitidos de 50 mg Kg* a 200 mg Kg*, como MAPA, FDA, EPA,
EEA. A intoxicacdo por ingestdo de HIS é chamada de Escombrotoxicose,
entretanto, a presencga de outras espécies aumenta a toxicidade da HIS, tais como
cadaverina(CAD), putrescina (PUT) e tiramina (TYR). Para atender a legislacdo sao
necessarios métodos para determinar HIS, ademais torna-se necessario, também,
detectar a presenca de outras ABs nos alimentos devido ao aumento da toxicidade.
Nesse trabalho a cromatografia Liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi utilizada para:
avaliar ABs derivadas com DNS-CI; avaliar a eficiéncia da extracdo liquido-liquido
(LLE), microextracdo dispersiva liquido-liquido (DLLME) e microextracdo liquido-
liquido assistida por Salting-out (SALLE) das ABs derivadas; e determinar
concentracdo das ABs em amostras de queijos. Com um detector de arranjo de
diodos foi construida uma curva de calibragdo das ABS derivadas e extraidas por
LLE no intervalo de concentragdo de 1 mg L™* (9 pM) a 100 mg L* (720 pM), com
limites de deteccdo 0,1 mg L* (1 pM). O método foi empregado para analisar
amostras de queijos, os niveis de HIS encontrados foram inferiores ao niveis
estipulados pelas agéncias reguladoras, entretanto a concentracdo de HIS
corresponde apenas ao intervalo de 7% a 26% do total das aminas biogénicas

encontradas. A recuperacao variou no intervalo de 69% a 122%.

Palavras-chave: aminas biogénicas; histamina; cloreto de dansila; extracao liquido-

liquido; queijos; CLAE.



ABSTRACT

Biogenic amines (ABs) are a group of low molecular weight nitrogenous organic
substances with physiological effects and biological activities. Of this group, only the
level of histamine in foods (HIS) is controlled by regulatory agency, with maximum
levels allowed from 50 mg Kg* to 200 mg Kg*, such as MAPA, FDA, EPA, EEA.
Intoxication by ingesting HIS is called Scombrotoxicosis, other species increases HIS
toxicity, such as cadaverine (CAD), putrescine (PUT) and tyramine (TYR). To respect
the legislation, methods are needed to determine HIS, in addition it is also necessary
to detect the presence of other ABs in food due to increased toxicity. In this work,
high performance liquid chromatography (HPLC) was used to: analyze ABs derived
with DANSYL,; to evaluate the efficiency of liquid-liquid extraction (LLE), dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) and salting-out assisted liquid-liquid
microextraction (SALLE) of the derived ABs; and determine the concentration of ABs
in cheese samples. With a diode array detector, a calibration curve was constructed
in the concentration range from 1 mg L* (9 uM) to 100 mg L* (720 puM), with
detection limits of 0.1 mg L* (1 uM). The method was used to analyze cheese
samples the levels of HIS found were lower than the stipulated levels, however the
concentration of HIS corresponded only to 7% to 26% of the total biogenic amines.

The recovery ranged from 69% to 122%.

Keywords: biogenic amines; histamine; liquid-liquid extraction; DANSYL; HPLC.
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1 INTRODUCAO

Aminas biogénicas (ABs) sdo espécies organicas nitrogenadas de baixo peso
molecular com efeitos fisioldgicos e atividades biolégicas (ONAL, 2007). Nos
alimentos, as ABs podem existir naturalmente, como constituintes dos alimentos (via
enddgenas), ou podem surgir por processos de deterioracdo, pela acdo de
microrganismos (via exdgenas). Esses microrganismos possuem enzimas amino
descarboxilases, as quais retiram o grupo carboxila dos aminoacidos e formam as
ABs. Portanto, o aumento das ABs em alimentos estéa relacionado a proliferacao de
microrganismos e avanco da deterioracdo dos alimentos (BULUSHI, 2009).

A ingestédo de altos niveis de ABs pode causar uma série de complicacbes na
saude, como: febre, diarreias, enxaquecas, ataques cardiacos (EFSA, 2011), por
isso 0os niveis de ABs em alimentos precisam ser regulados por agéncias de
vigilancias sanitarias. Porém, o nivel toxico de ingestdo das ABs que cada individuo
pode consumir varia muito, pois a digestdo das ABs ocorre com enzimas de
monoamino oxidase, diamino oxidase e poliamino oxidase que variam de individuo
para individuo. Além disso, as ABs na presenca de nitrito, formam as nitrosaminas,
as quais séo potencialmente carcinogénicas (Onal, 2007).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
determina um conteddo de histamina (HIS) nos alimentos inferior a 100 mg Kg™
(MAPA, 1997). No Estados Unidos da América (EUA), a Food and Drug
Administration e Environmental Protection Agency determinam uma concentracao
maxima de 50 mg Kg* de HIS em alimentos (FDA, 2005). A European Environment
Agency determina um maximo de 200 mg Kg™* HIS em peixes que possuem um alto
teor de histidina (EEA, 2013).

Os niveis de cadaverina (CAD), histamina (HIS), putrescina (PUT) e tiramina
(TYR) foram monitorados durante o armazenamento de peixe na faixa de
temperatura de 8°C a 10°C (YAMANAKA e colaboradores (1989) apud BULUSHI,
2009). O aumento das ABs ocorreu em paralelo com o progresso da decomposicao.
Além disso, sob o armazenamento de peixes em gelo (0°C), outros autores

constataram que os niveis CAD aumentaram, mas os de HIS e TYR néo alteraram
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significativamente (RUIZ-CAPILLAS e MORAL, 2001; ROSSI e colaboradores, 2002;
PONS-SANCHEZ-CASCADO e colaboradores, 2006, apud Bulushi, 2009). Portanto,
apenas a HIS de forma isolada ndo fornece um bom parametro para avaliar o grau
de deterioracédo, ou consequentemente, de qualidade em alimentos, sendo assim,
necessario o desenvolvimento de um método analitico mais completo, envolvendo
uma maior variabilidade de ABs em alimentos.

As propriedades fisicas e quimicas das ABs dificultam a deteccédo por
técnicas de espectrofotometria molecular no ultravioleta e visivel (Uv-Vis) e
fluorescéncia  (JAIN; GUPTA; VERMA, 2015), pois falta um grupo
cromoforo/fluoréforo. Desta forma, uma etapa de derivatizacdo é requerida, etapa a
gual um reagente derivatizante e as ABs reagem e formam um produto sensivel as
técnicas de deteccao.

Os gqueijos artesanais, como queijo de coalho e queijo de manteiga, sdo muito
consumidos na regido nordeste (SIQUEIRA & SCHTTINO, 2021). Para estes
produtos sdo necessarios métodos analiticos que fornecam resultados confiaveis,
para evitar o casos de intoxicagéo alimentar pela falta de um controle de qualidade.
Este trabalho tem por objetivo desenvolver um método analitico capaz de determinar
0s niveis de ABs em amostras de queijos. Este método emprega procedimentos de
extracdo, reacdo de derivatizacdo com posterior separacdo cromatografica e

deteccdo espectrofotométrica Uv-Vis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMINAS BIOGENICAS EM ALIMENTOS

As ABs sdo compostos com estruturas alifatica (espermina, espermidina,
putrescina, cadaverina), ciclica (histamina) ou aromatica (tiramina, triptamina) que
podem ser encontradas em muitos alimentos naturalmente em baixas
concentragdes. De fato, as poliaminas, como putrescina, espermina, espermidina e
cadaverina, estdo naturalmente presentes em alimentos, envolvidas com o
crescimento e a proliferacao celular (GOMES e colaboradores, 2014).

As altas concentracdes das ABs, sdo originadas pela acdo das enzimas
descarboxilases sob os aminoécidos livres. Em alimentos ndo fermentados as ABs
sdo encontradas em baixas concentracBes (via endogena), contudo altas
concentracdes das ABs indicam a contaminagdo por microrganismos com atividade
de enzimas de aminoacidos descarboxilase (via exdégena). Da mesma forma, os
alimentos fermentados apresentam concentragdes maiores de ABs pela presenca
dos microrganismos de fermentacdo, ou a contaminagdo durante a manipulacéo
inadequada dos alimentos (Processamento, transporte, armazenamento, etc).
Portanto, o teor das ABs é também considerado um marcador para contaminacao
microbioldgica, consequentemente, de deterioragdo dos alimentos (ONAL, 2007).

As ABs possuem efeitos fisiolégicos e toxicos, algumas tém acédo
vasoconstritora (tiramina, triptamina e feniletilamina), enquanto outras sé&o
vasodilatadoras (histamina e serotonina). Entretanto, a tiramina e a histamina atuam
como mediadores hormonais nos animais. Algumas aminas Sao neurotransmissores
no sistema nervoso central, sdo psicoativas, como a serotonina e dopamina (ONAL,
2007). Além disso, as poliaminas podem reagir com nitrito para formar nitrosaminas
carcinogénicas, substancias com alta toxicidade (GOMES e colaboradores, 2014). A
ingestao de alimentos com concentragdes elevadas de ABs podem causar sintomas
como dores de cabeca, nduseas, hipo- e hipertensao, palpitacdes cardiacas, choque
anafilaticos, em casos mais graves pode levar a morte (ONAL, 2007).

2.1.1 Origem das aminas biogénicas
As aminas biogénicas exégenas sao geradas com processo de

descarboxilagdo dos aminoéacidos pela atividade de enzimas descarboxilases,
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presentes tantos pela deterioragdo microbioldgica quanto em processos de
fermentacdo (ou seja, bactérias laticas de ocorréncia natural, ou adicionadas,
envolvidas na fermentacdo dos alimentos) (RESTUCCIA; LOIZZO; SPIZZIRRI,
2018).

Os principais microrganismos formadores de histaminas sdo as bactérias
mesofilas, organismos que crescem melhor em temperaturas moderadas, na faixa
de 20°C a 40°C, tais como as espécies Morganella morganii e Proteus mirabilis que
verificou-se produzirem rapidamente histamina em temperatura ambiente (BULUSHI
e colaboradores, 2009). Em contrapartida, sob o armazenamento em gelo, ha
evidéncias que apenas o nivel de cadaverina aumenta, enquanto o nivel de
histamina permanece estavel (BULUSHI e colaboradores, 2009).

As ABs podem ser classificadas como monoaminas, diaminas e poliaminas.
As mais comuns ABs: monoaminas sdo histamina, tiramina e triptamina formadas
pela descarboxilacdo da histidina, tirosina e triptofano, respectivamente; as diaminas
sdo putrescina e cadaverina formadas pela descarboxilagdo da ornitina e lisina,
respectivamente; e as poliaminas sado espermidina e espermina, as quais Sao
formadas pela adicdo sequencial de fracbes de aminopropil ao esqueleto da
putrescina por meio da reacdo enzimatica catalisada pela espermidina e
espermina/termoespermina sintase (PAL; SZALAI; JANDA, 2015).

2.1.2 Toxicidade das Aminas Biogénicas

Uma intoxicacdo alimentar comum € causada pela ingestdo de histamina
proveniente, principalmente, de alimentos associados a um elevado teor de histidina.
Trata-se de uma monoamina biogénica primaria e heterociclica, ndo volatil,
termoestavel. O perigo da histamina em alimentos € intensificado pela sua
caracteristica de ndo volatilidade e estabilidade térmica, pois a temperatura de
ebulicdo € acima de 100°C (442°C). Ou seja, uma vez formada, a histamina pode
estar presente no pescado cru, cozido, congelado e até mesmo em conservas,
sendo assim, quando em concentracdes elevadas, pode causar severos danos a
salde (BALDINI, 1982 apud SOUZA e colaboradores, 2015).

A contaminagdo histaminica é particularmente dificil de ser removida, uma
vez que resiste ao tratamento térmico, podendo estar presente mesmo no produto

comercialmente estéril (VECIANA-NOGUES; MARINE-FONT; VIDAL-CAROU,
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1997). A intoxicagdo histaminica recebe o nome de escombrotoxicose, sendo que 0s
sinais e sintomas ocorrem de varios minutos a algumas horas apoés a ingestao da
amina. Autores relatam que a atividade téxica histaminica é potencializada pela
presengca de outras aminas biogénicas, como a tiramina, a cadaverina e a
putrescina, que sao produzidas concomitantemente a histamina (TAYLOR, 1986
apud SOUZA e colaboradores, 2015; BJELDANES e colaboradores, 1978 apud
BULUSHI e colaboradores, 2009).

A histamina (HIS) é a unica das ABs que é regulamentada pela maior parte
das agéncias sanitarias, com limite de tolerancia que variam de 200 a 50 mg kg™
(MAPA, 1997; FDA, 2005; EEA, 2013). Contudo, BJELDANES e colaboradores
(1978, apud BULUSHI e colaboradores, 2009) testaram um grupo de 5 a 10 porco
da india (Cavia porcellus) ingerindo um volume de 20 mL kg™ de solugdo com 150
mg L* de HIS e 50 mg L* de cadaverina (CAD). Um terco (33%) dos animais
morreram, enquanto ndo houve 6bitos no grupo controle que ingeriram a solucao
apenas com 150 ppm de HIS. Esses resultados foram reforcados por
MIDDLEBROOKS e colaboradores (1988 apud BULUSHI e colaboradores, 2009),
com um aumento na dose de CAD para 75 ppm em relacdo ao trabalho anterior,
como resultado a taxa de mortalidade foi 84%. Portanto, HIS e CAD, ou PUT, sao

potencialmente mais toxicos quando consumidos em conjunto.
2.2 PREPARO DE AMOSTRA DE ALIMENTOS

2.2.1 Extracdo das aminas

As ABs sédo encontradas em diferentes tipos de matrizes de amostras de
alimentos, essas matrizes possuem espécies interferentes sinérgicas ou antagonicas
gue, respectivamente, aumentam ou diminuem a resposta analitica (HARRIS, 2016).
Por isso, técnicas de extracdo sdo empregadas para eliminar, ou diminuir, a
interferéncia da matriz da amostra. As técnicas de extracao podem ser organizadas
conforme a escala e principio utilizado. Muitas vezes essas técnicas sao utilizadas

em conjunto para melhorar a extracédo dos analitos (HUANG e colaboradores, 2016).

2.2.2 Extracdo soélido-liquido
Extracdo sdlido-liquido (SLE, Solid-Liquid Extraction) € a mais conhecida, usa

uma fase liquida para extrair os analitos de amostras sélidas. Para aumentar a
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eficiéncia da extracdo aumenta-se a area superficial, através de uma etapa de
pulverizacdo, moagem, trituracdo e homogeneizacdo da amostra. A escolha do
solvente deve ser baseada na solubilidade e afinidade do analito. Sobretudo, para
aminas biogénicas da-se preferéncia por um solvente acido, pois explora-se a
caracteristica basica das aminas (JUBELE, 2018), tais como: acido cloridrico (HCI),
acido tricloroacético (TCA, trichloroacetic acid) ou acido perclorico (HCIO,).

Os procedimentos de SLE s&o laboriosos e consomem tempo de alguns
minutos até horas, pois, geralmente, 0s passos sao triturar a amostra e misturar com
o solvente extrator. Entdo, a mistura € centrifugada (ou filtrada) e o sobrenadante é
reservado e repete-se algumas vezes a extracdo com o residuo. As fracdes do
sobrenadante sdo reunidas, o solvente evaporado e o residuo € solubilizado no
solvente adequado para a analise.

Um procedimento simplificado foi utilizado por JIA e colaboradores (2011)
para a determinacdo de 7 ABs em alimentos (Queijos, salsichas e cervejas). As
amostras solidas foram trituradas, para aumentar a area superficial, e misturadas
com solucdo &cida (HCI 0,1 mol L™?), para deixar a ABs protonadas e mais polares
(com carga formal positivas, H* + RNH, — RNH3"). A extracdo foi auxiliada por um
banho de ultrassom durante 30 minutos, depois, a mistura foi centrifugada. A
recuperacao obtida foi com range de 80% - 120%.

ZAZZU e colaboradores (2019) determinaram 8 ABs em queijos do tipo Fiore
Sardo (Queijo duro de leite de ovelha coalhado). A amostra foi homogeneizada com
20 mL de HCI 0,1 mol L™ e centrifugada (1780 G) durante 20 minutos a 4°C, para
ocorrer a precipitacdo dos lipidios. O sobrenadante foi coletado e filtrado, o residuo
foi novamente extraido, e os sobrenadantes combinados e aferidos a 50 mL com
HCI 0,1 mol L. O percentual de recuperagdo dos analitos nesta matriz variou de
82% a 99%.

2.2.3 Extracdo em fase solida

A extracdo em fase solida (SPE, Solid Phase Extraction) realiza a extracdo
dos analitos em uma fase (ou substrato) solida, possibilitando assim uma limpeza
e/ou remocéao de interferentes. A SPE € uma técnica onde os analitos sao extraido
por um adsorvente extrator a partir de uma solucdo da amostra, entdo os analitos

séo liberados do sdlido extrator em outro solvente. A SPE tém varias vantagens em
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relacdo a LLE, sendo a reducdo do volume de solventes e residuos gerados os
principais. Os procedimentos de SPE sdo da ordem de minutos na execucdo e
possuem elevadas recuperacdes de analito.

Na extracdo das aminas biogénicas em amostras de alimentos a SPE é
especialmente vantajosa para remover os polifendis e outros interferentes organicos
polares. Os adsorventes sédo, geralmente, baseados em silica quimicamente ligada,
como a silica com C18 (silica ligada covalentemente a uma cadeia linear contendo
18 atomos de carbono). Para realizar a dessor¢cdo das aminas ABs uma solucao
acida é utilizada, pois as aminas possuem uma natureza béasica (JUBELE, 2018).

TAMEEM e colaboradores (2010) desenvolveram um adsorvente com uma
hidrazona ligada a silica gel para SPE. No trabalho determinaram-se 7 ABs (HIS;
PUT; CAD; TRP; TYR; PHE; SPD) em amostras de ketchup, molho de soja, sucos
de laranja e molho de peixe. Primeiramente, as amostras foram homogeneizadas
com solucgédo acida de HCI 0,1 mol L™ por 5 minutos, a mistura foi centrifugada e o
sobrenadante filtrado. O pH do meio foi ajustado com tampdo (solucdo de
tris(hidroximetil)Jaminometano 0,1 mol L™) para 9, depois, foi adicionado o adsorvente
a mistura com agitacdo por 25 minutos. A mistura foi filtrada, do material retido
(adsorvente com os analitos) as ABs foram extraidas com uma solucéo acida de HCI
0,1 mol L* durante 30 minutos. Os valores de recuperacgéo foram de 67% a 98%.

Utilizando um cartucho SPE comercial STRATA X, SANGRATINI e
colaboradores (2012) realizaram a determinacdo de 8 ABs (HIS; PUT; CAD; TRP;
TYR; PHE; SPD; SPM) em peixes obtidos na cidade de Valéncia (Espanha). As
amostras foram trituradas até virar uma pasta homogénea. Uma mistura com 5 g de
amostra e 20 mL da solucao de TCA 5% (5g/100mL) foi preparada e agitada durante
1 minuto. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 2500G, resfriada a 4°C, durante
10 minutos, para remocao dos solidos. O sobrenadante foi separado e teve o pH
corrigido para 11 com adicdo de solucdo de NH,OH 28%. O cartucho de SPE foi
condicionado, usando um sistema de vacuo, com 4 mL de metanol, seguido por 4
mL de &gua. Apos o condicionamento do cartucho, 2 mL da solu¢do sobrenadante
percorreram o cartucho com vazédo de 1 mL min™. Entdo, este cartucho foi lavado
com 2 mL de solucdo de metanol/agua (5:95, v/v). Para remover o excesso de

agua, o cartucho foi seco a vacuo por 5 minutos. Os analitos foram eluidos com 4
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mL de uma solucdo de metanol e acido acético (99:1, v/v). A solucdo resultante foi
seca sob fluxo de N, e o residuo solubilizado em solucdo de HCI 0,1 mol L. A
recuperacdo das ABs foi de 71% - 93%, resultado préximo ao reportado por
TAMEEM e colaboradores (2010).

2.2.4 Extracéo liquido-liquido

A técnica de extracao liquido-liquido (LLE, Liquid-Liquid Extraction) é utilizada
guando os analitos estdo em meio aquoso, como a amostra dissolvida em uma
solucdo, e usa-se um extrator liquido. Para a LLE ter sucesso, o analito deve ter
maior afinidade pelo solvente extrator que a solucdo da matriz e o extrator ser
imiscivel ao liqguido da matriz da amostra, para gerar a separacdo de fases.
Geralmente, em LLE utiliza-se centenas de mililitros de solventes, os quais geram
muito residuo e impactos ambientais. Os procedimentos LLE séo lentos e
laboriosos, pois a formagédo de emulsdes dificulta a extracdo, e resulta em baixas
recuperacoes dos analitos.

Nessa técnica, a amostra pode ser liquida ou sélida, mas estas precisam ser
preparadas e os analitos estarem em solucdo. No trabalho de VALE & GLORIA
(1997), primeiramente o queijo foi ralado e misturado para melhor extragao das ABs,
depois 10 g de amostra e 20 mL de solugdo HCI 0,1 mol L* foram misturados por 5
minutos em Vortex. Entdo, a mistura foi centrifugada por 30 minutos a 6000G em
temperatura ambiente, e o sobrenadante coletado. O residuo foi submetido a
extragdo com 20 mL de solugdo HCI 0,1 mol L* mais duas vezes e seus
sobrenadantes coletados foram combinados. Uma vez que os analitos da amostra
foram extraidos para a fase liquida, a solucdo da amostra foi combinada com trés
porcBes de 50 mL de éter etilico, para extrair os analitos para a fase organica. Com
a fase organica separada, o solvente foi evaporado com pressao reduzida em
temperatura de 40°C por um rota-evaporador para um volume final de 2 a 3 mL. Por
fim, essa solucdo foi diluida para 10 mL com HCI 0,1 mol L™ e filtrado com filtro de

seringa. A recuperacdo, obtida por esse método variou de 75% a 112%.

2.2.5 Avancos nas técnicas de extraciao
As novas técnicas de extracdo procuram otimizar as ja existentes, como a

miniaturizacao, simplificacdo, automacao, entre outras melhorias em geral, e alinhar
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essas técnicas aos principios da quimica verde, como reducdo do uso de solventes
toxicos, baixo volume de residuos, maiores eficiéncias energéticas, etc (LENARDAO
e colaboradores, 2003). Essas técnicas buscam um desenvolvimento ecolégico,
econdbmico e rapido sem comprometer a eficiéncia de recuperagdo e alta
seletividade. Nesse sentido, ANASTASSIADES & LEHOTAY (2003) desenvolveram
o método QUECHERS, uma abreviacdo das palavras “Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe” (rapido, facil, barato, eficiente, robusto, e seguro). Os
objetivos dessa técnica sdo a extracdo dos analitos, sem a necessidade de
equipamentos elaborados ou vidrarias especificas, e com uma baixa producdo de
residuos. Com isso, é possivel a deteccéo, quantificacdo dos analitos, além de uma

alta eficiéncia de recuperacéao e exatidao.

2251 Microextracao de fase liquida

A microextracdo de fase liquida (LPME, Liquid Phase Microextraction) € uma
variante moderna do método de LLE miniaturizado, pois a LPME requer o uso de um
volume de solvente inferior a 1000 pL. Na LPME existem divisGes promissoras que
empregam diferentes principios em suas técnicas, por exemplo a microextragdo em
uma unica gota (SDME, Single Drop Microextraction), microextracdo em fibra oca
(HF-LPME, Hollow Fiber Liquid Phase Microextraction) e a extragdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME, Dispersive Liquid-Liquid extraction) (JUBELE, 2018).

2.25.2 Extracao liquido-liquido com efeito Salting-out

A técnica de extracao liquido-liquido com efeito salting-out (SALLE, Salting-
out Assisted Liquid-Liquid Extraction) € uma técnica LLE aprimorada. Na LLE
tradicionalmente, com a solucdo da amostra aquosa faz-se uso de solventes
apolares, pois utilizam-se apenas solventes imisciveis em agua, dessa forma € baixa
a eficiéncia da extracdo dos compostos polares. Em SALLE usam-se solventes
polares misciveis em agua, pois os compostos polares tém maior afinidade. Na
solucdo de amostra e solvente extrator é adicionado um sal inorganico soltvel em
agua. Com o aumento do caréter ibnico da 4gua ocorre a separagéo da fase aquosa
e da fase com solvente extrator, o qual extraiu os analitos. Desta forma, os analitos
com baixa polaridade sdo solubilizados no solvente extrator de baixa polaridade e

extraidos do meio aquoso.
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Um trabalho dedicado ao estudo de SALLE (VALENTE; GONCALVES;
RODRIGUES, 2013) avaliou o uso de trés solvente organicos misciveis em agua
(etanol, isopropanol e acetonitrila) e seus volumes, diferentes sais para aumentar a
forca ibnica (cloretos, carbonatos, sulfatos e acetatos) e concentragdes. Os estudos
foram conduzidos com alfa-dicarbonil, como um analito teste para avaliar a técnica
de extracdo. Os resultados foram avaliados pela eficiéncia de extracao e a razédo das
fases (E = Qsup/Qinf e R= Vsup/Vinf, respectivamente. Onde Q € a massa do
analito, V é o volume da fase e os indices SUP e INF correspondem a fase superior
e inferior, respectivamente). Os melhores resultados foram obtidos com o uso de
acetonitrila, como solvente extrator, e os sais de MgSO., Na.CO; e NaCl, como
agentes separadores de fase, com valores de E e R no intervalo de 0,90 a 0,98 e 1,0

a 1,2, respectivamente.
2.25.3 Microextracao liquido liquido dispersiva

A extracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction) € uma técnica criada nas Ultimas décadas por RAZAEE e
colaboradores (2006). A DLLME baseia-se na miniaturizagcédo de LLE pela utilizac&o
de um solvente extrator e um dispersante. Esta mistura de solventes tem de criar
varias microgotas, com elevada area superficial, para atingir de maneira mais rapida
a saturacdo do analito no solvente extrator. Os solventes extrator e dispersante sdo
adicionados na solugao aquosa da amostra, entdo a solugéo turva a medida que as
gotas dispersam-se. Por fim, realiza-se a centrifugacdo da mistura a fim de separar

as fases e retirar a fase extratora com os analitos (HE e colaboradores, 2016).

Um estudo desenvolvido por PLOTKA-WASYLKA; SIMEONV; NAMIESNIK
(2016) avaliou a extracdo de ABs com técnica DLLME utilizando solventes extratores
com baixa e alta densidade em relacdo a agua, sob condi¢des acidas e basicas.
Dois procedimentos foram desenvolvidos, um com solventes extrator de baixa
densidade (Tolueno, densidade: 0,87 g mL™) com meio basico (Tampéao fosfato 0,5
mol L?, pH 12) e outro com solvente extrator de alta densidade (Cloroférmio,
densidade: 1,48 g mL™?) em meio &cido (HCI 0,1 mol L™). Além disso, avaliou-se o
volume utilizado de solvente extrator pelo fator de pré-concentracdo (FPE =
Recuperacdo% X (Vao/Vexr) /100, onde Vag € 0 volume aquoso e Vexr € o volume do
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solvente extrator). O FE foi maior quanto menor o volume de solvente extrator, mas
tem-se problema com reprodutibilidade, pois a recuperacdo do volume de extrator é
impraticavel para volumes inferiores a 100 pL. Entre os dois procedimentos
desenvolvidos, a extracdo com cloroférmio em meio &cido obteve maior
sensibilidade e uma recuperacédo de 77% a 105%. O procedimento: em tubos de
centrifuga foram adicionados 5 mL da solucédo da amostra, 215 pyL de metanol, 115
uL de solucéo (1:1, v/v) de HCI 0,1 mol L*/piridina (pois a piridina ajuda a eliminar os
co-produtos de derivatizagdo), 400 pL cloroférmio e 90 pL de cloroformiato de
isobutila (IBCF, Isobutyl Chloroformate). Entdo agita-se durante 1 minutos para a
solucéo ficar turva, por fim a mistura é centrifugada e a fase organica inferior é
retirada para andlise. Foram avaliados 10 ABs (Butilamina, CAD, dietilamina,
dimetilamina, etilamina, HIS, metilamina, propilamina, PUT, SPM, TRP, TYR,
feniletilamina) em vinhos caseiros de diferentes produtores.

Em outro trabalho, HE e colaboradores (2016) avaliaram a utilizacdo de
solventes extratores de menor potencial toxico com uma eficiéncia similar, ou
superior, dos solventes organoclorados. Extracbes com solventes organoclorados
(cloroférmio e tetraclorometano) foram comparadas as extracbes com solventes
organobromados (1-bromoctano, bromociclohexano, 1-bromo-3-metilbutano e
bromobenzeno). As areas dos cromatogramas obtidas com o0s solventes
organobromados foram até 50% maiores que os solventes organoclorados, Figura 1.
As amostras sélidas foram preparadas com solucdo acida (HCI 0,1 mol L) durante
30 minutos em banho de ultrassom, depois a mistura foi centrifugada e o
sobrenadante foi utilizado na DLLME. A solucdo da amostra foi misturada com
tampédo basico (NaHCO3;-Na,CO; saturado), juntamente com 200 pL do solvente
dispersante (ACN) e 90 pL de solvente extrator (bromobenzeno). A solucdo foi
agitada manualmente por 10 segundos até ficar turva e permaneceu em banho de
ultrassom durante 1 minuto, depois foi centrifugada e a fase inferior foi coletada para
andlise. Foram determinadas 8 ABs (HIS, TYR, feniletilamina, TRP, CAD, PUT,
SPM, SPD) em amostras de vinhos, cervejas, queijos, salsichas e peixes. A DLLME

teve uma recuperacao de 83% a 114%.
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Figura 1 - Gréafico das areas obtidas para cada amina biogénica com solventes
organoclorados e organobromados para DLLME.
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Fonte: He e colaboradores (2016).

2254 Microextracao em fase solida

Microextracdo em fase solida (SPME, Solid Phase Microextraction) consiste
em utilizar um adsorvente, usualmente uma fibra revestida de adsorvente,
diretamente na solucdo da amostra, ou a captura dos vapores da amostra
(Headspace). Os analitos ligam-se ao adsorvente e sao liberados apenas pelo
aguecimento do adsorvente. As principais vantagens dessa técnica sdo a auséncia
de solventes e a dessorcao simples e efetiva (JUBELE, 2018). Como desvantagens,
esta técnica possui um faixa limite de temperatura de operag¢do (240°C a 280°C),
guebra da fibra, custo elevado, remocdo de revestimento e dilatacdo dos

adsorventes em solventes organicos (HUANG e colaboradores, 2016).
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Para desenvolver um método simples, ecoldgico e rapido, HUANG e
colaboradores (2016) empregaram um meétodo de derivatizacdo em fibra com direta
imersdo em SPME para determinar 4 ABs (PUT, CAD, HIS, TYR) em peixes.
Empregou-se uma extracdo mista entre SPME e DLLME, onde utilizou-se uma
espécies adsorvente (uma fibra comercial de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno,
PDMS/DVB) recoberta com solvente extrator (isoctano) e agente derivatizante
(IBCF). A fibra de PDMS/DVB foi recoberta com mergulho em solucdo do agente
derivatizante (IBCF) solubilizado em isoctano, solvente extrator. A amostra foi
preparada pela mistura com 30 mL de solucdo acida (TCA 5%, ml/v), depois
centrifugada, a 12000 rpm durante 10 minutos, filtrada, e, por fim, adicionou-se 30
mL de n-hexano para extracdo dos lipidios. A SPME foi realizada com o
sobrenadante aquoso, 5 mL solugdo da amostra foi neutralizada com 255 pL de
NaOH 2,0 mol L*?, e teve a forca idnica elevada pela adicdo de 1,25 g de NacCl.
Entdo, nesta solucdo mergulhou-se a fibra revestida, durante 40 minutos sob
agitacao (Figura 2). Depois, a fibra foi injetada diretamente no GC-MS para analise.
O método desenvolvido obteve uma recuperagcdo de 79% a 110%. As principais
vantagens foram procedimentos simples, rapidos, ademais a fibra pode ser utilizada

80 vezes com bons resultados.

Figura 2 - Esquema do método SPME desenvolvido por HUANG e colaboradores.
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Fonte: Adaptado de HUANG e colaboradores (2016)
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2255 Dispersao de matriz em fase sélida

A dispersao de matriz em fase solida (MSPD, Matriz Solid Phase Dispersion)
consiste na homogeneizagcdo da matriz por maceracdo com um material abrasivo
seguido dos procedimentos de SLE. Esse passo de homogeneizacao facilita a
abertura da matriz e permite a recuperacdo dos analitos pelos solventes. MSPD é
conhecido por ser uma técnica de preparo simples (JUBELE, 2018).

A técnica foi aplicada para determinar 8 ABs (CAD, Arginina, HIS, PHE, PUT,
TRYP e TYR ) em atum enlatado (SELF; WU; MARKS, 2011). As amostras foram
homogeneizadas em almofariz com o abrasivo adsorvente de silica-cianopropil
(bondesil CN-U 49 pm) até o surgimento da cor alaranjada, depois o p6 foi
transferido para o tubo de extracdo e os analitos eluidos com solu¢cdo tampéo
(formiato de amonio/acetato de amoénio 50 mmol L, pH =3). A solucéo resultante foi
diluida com acetonitrila, filtrada e analisada. Com esse procedimento simples e a
recuperacdo ficou em torno de 83,4% a 112,5%, além disso, houve uma geragéo
minima de residuos (25 mL).

2.3 REACOES DE DERIVATIZACAO

Alguns analitos ndo possuem resposta, ou pequena resposta, com 0S
detectores empregados, por isto nenhum sinal analitico € observado, ou ndo séo
intensos. Entdo, introduz-se uma molécula (reagente de derivatizagdo, ou
derivatizante) ao analito, pela reacdo chamada de derivatizacdo, para formar um
produto com propriedades diferentes, as quais incluem uma forte resposta com os
detectores (absorcdo, fluorescéncia, etc). Os produtos dessas reacdes serao
chamados de derivados e terdo maior resposta com o detector, possibilitando um
método mais sensivel. Neste caso, o derivado terd interacdo intermoleculares e
polaridade diferente a do analito, as quais contribuirdo para o método de separacao
por aumentar/diminuir a retencdo e separar os analitos (PLOTKA-WASYLKA e

colaboradores, 2015).

2.3.1 Aminas biogénicas derivadas

As ABs ndo possuem fatores estruturais favoraveis para separacdo por CLAE

e deteccdo com espectrofotometria molecular de absor¢do/ou emisséao,
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eletroquimica, ou mesmo, por espectrometria de massas (PLOTKA-WASYLKA e
colaboradores, 2015). Além disso, as caracteristicas basicas causam interacdes
com os grupos silanois livres do adsorventes nas colunas de separacédo, resultando
em separacdes com sobreposicdo de espécies. Ou seja, na incapacidade de
separacao das ABs (JUBELE, 2018).

As ABs sdo derivatizadas com o objetivo de: introduzir uma molécula para
melhorar as detecc¢des por absor¢do molecular no ultravioleta e visivel, emissdo de
fluorescéncia, etc; também melhorar a separacdo cromatogréafica. Assim como 0s
derivados evitam a interacdo com os grupos silanois livres da coluna cromatografica.
Portanto, a derivatizacdo das ABs aumenta a seletividade, sensibilidade e separacdo
nos métodos analiticos (JUBELE, 2018).

2.3.2 Meios de derivatizacdo

As reacoes de derivatizacdo séo realizadas tanto em meio aquoso como hao
aquoso. Dessa forma, as aminas podem ser derivatizadas antes, ou depois, da
extragdo com um solvente organico. A derivatizacdo das ABs na fase aquosa da
matriz € a mais empregada, porém possui como inconveniente o longo tempo

reacional e a baixa reprodutibilidade.

RAMOS e colaboradores (2014) avaliaram trés procedimentos diferentes de
derivatizacdo de 3 ABs (CAD, HIS, SPD). A derivatizagao realizada com cloreto de
dansila (DNS-CI) foi realizada antes, durante e ap6s o procedimento de SALLE, o
gual faz a separacédo das fases aquosa e organica pela adicdo de NaCl. Os sinais de
area foram de 2 vezes maiores pelo uso do solvente binario de agua/acetonitrila
durante a reacdo com DNS-CI, e posterior separacdo com sal. Ou seja, dentre 0s
procedimentos estudados, a reacao de derivatizagdo durante o procedimento SALLE
possui maior sensibilidade (RAMOS e colaboradores, 2014).

Os reagentes derivatizantes reagem com agua, pois € uma base de Lewis,
por isso apresentam resultados com maior instabilidade. O IBCF reage na presenca
de solventes com caracteristicas de base de Lewis. Por esse motivo, D’'SOUZA e
colaboradores (2011), conduziram a reacdo em meio organico. A derivatizacao das
ABs em amostras de peixes foi realizada com SPME (fibra de PDMSIDVB) recoberta

de isoctano e derivatizante, o qual utilizou IBCF. A recuperacao obtida foi de 79% a
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110%.

2.3.3 Reagentes de derivatizacido

Os reagentes de derivatizacao sao escolhidos conforme muitos fatores, como
método de analise, caracteristicas das ABs de interesse e modo de derivatizacao.
Existem dois modos de derivatizacdo predominantes, em linha (on-line) e fora de
linha (off-line), ou seja, um processo onde a derivatizagdo ocorre, respectivamente,
durante a separacdo cromatografica ou fora deste procedimento (PLOTKA-
WASYLKA e colaboradores, 2015). Para o modo on-line, a reacdo do agente
derivatizante precisa ser rapida sob as condi¢cbes de separacdo. Enquanto que o
modo de off-line, o meio da reacdo possui condigcdes mais severas em comparacao
com as de separacdo, como temperatura, meios acidos ou basicos, solvente polares

ou apolares, etc.

Os reagentes de derivatizacdo tém como alvo o grupo amino. Dessa forma,
as reacOes mais utilizadas para derivatizacdo foram classificadas como quatro (4)
tipos no trabalho de revisdo de PLOTKA-WASYLKA e colaboradores (2015). Séo
elas as reac6es: de acilacdo, onde um hidrogénio do grupo aminas é substituido por
um grupo acila, e as condi¢cdes de reagdo sdo amenas, contudo geralmente ocorrem
na presenca de bases para catalisar e neutralizar os acidos produzidos; de formacao
de carbamato, onde um hidrogénio é substituido pela reacdo com haleto formiato e,
assim, um carbamato é formado em meio alcalino; de base de Schiff, onde a amina
priméria reage com o grupo aldeido/cetona do reagente e forma uma imina, esta
reacao ocorre em solucdo aquosa em temperatura ambiente; e de sililacdo, onde o
hidrogénio da amina € substituida por um grupo alquilsili, com reacdes de
derivatizacao mais eficiente em condi¢cfes anidras.

Para as aminas biogénicas os reagentes de derivatizacdo mais utilizados sao
0 DNS-CI e Orto-ftalaldeido (OPA) para as analises em CLAE, e o IBCF para analise

de GC. Suas estruturas moleculares sdo mostradas na Figura 3.
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Figura 3 - Estrutura molecular dos cloreto de dansila (a), OPA (b) e IBCF (C).
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Fonte: Préprio autor

O DNS-CI pertence a classe de compostos chamados de cloreto de sulfonila,
ou cloreto de acido sulfénico. A sintese é feita pela introducédo do grupo sulfénico, no
anel aromatico, na posicao 5 da naftalinamina, seguida da reacdo com metil sulfato.
Por fim, ocorre a formacao da sulfonila com PCls, SOCl, ou POCl;. O sal DNS-CI
final € obtido pelo processo de extracdo com diclorometano, centrifugacdo e
recristalizacdo com hexano (HE RUIHUA, 2012).

A reacao do cloreto de sulfonila com as ABs ocorre pela dissociacédo de cloro
do DNS-CI e ataque de elétrons do grupo amino, seguida da liberacdo de um proton.
Os produtos da reacdo sdo aminas derivadas e &cido cloridrico, veja a Figura 4.
Portanto, a derivatizagdo com DNS-CI pode ser utilizada para reac6es envolvendo
aminas primarias e secundarias, ou seja, pode-se derivatizar ABs alifaticas, ciclicas

ou aromaticas.
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Figura 4 - Esquema reacional do DNS-CI com o grupo amino primario (R1= grupo alquil, R2 = H), ou
secundério (R1= grupo alquil, R2 = grupo alquil).
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Fonte: Préprio autor

Quando a reacao € realizada em meios neutros ou fracamente acidos, com
pH < 8, os rendimento tornam-se extremamente baixos, enquanto que para meios
mais alcalinos, com pH > 8, tem-se um rendimento mais expressivo (PINEDA e
colaboradores, 2012; RAMOS e colaboradores, 2014). Portanto, uma boa condicéo
utilizada para esta reacdo consiste no meio alcalino, com pH > 9, onde utiliza-se
tampdes entre 10 e 12, Figura 5. Segundo PINEDA e colaboradores (2012), o
tampdo de Na,COs/NaHCO; 0,2 mol L* com pH reacional de 10,32 forneceu os
melhores resultados, onde a menor sensibilidade foi para espermina. RAMOS e
colaboradores (2014) utilizaram a solucdo de tampdo fosfato 0,2 mol L* com pH

reacional 11, com a menor sensibilidade para histamina.
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Figura 5 - Areas de pico de 3 ABs derivadas com DNS-CI com simultanea extragdo SALLE

em Vérios pH.
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Fonte: Adaptado de Ramos e colaboradores (2014)

O OPA possui um anel aromatico e dois grupos aldeidos (Figura 6). A reacao
do OPA é seletiva para aminas primarias, pois o produto da reacdo é um isoindol
(Figura 6). Quando a reacdo acontece na presenca de um nucledfilo, 0 mecanismo
de reacdes propostos na literatura sugere a formacao de hemiaminal, seguida de
imina e, por fim, o isoindol.

As condi¢cdes de sintese, geralmente, empregadas para a derivatizacdo com
OPA sdao a temperatura no intervalo de 25°C a 80°C, pH na faixa de 8,5 a 10,5, com
solucdes tampdes de carbonatos (COs:*) ou boratos (BOs*) (ZUMAN, 2004). Os
nucleodfilos mais utilizados sé@o tiois de cadeia linear, o mais utilizado é o 2-
mercaptoetanol, devido a sua reacdo rapida e estavel (JACOB; LEBURG ; MADAJ,
1986).
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Figura 6 - Reacéo global (a) e mecanismo de reacao (b) do OPA com grupo amino primario

(R = grupo alquil) e nucledfilo (:A).
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Fonte: Préprio autor.
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O IBCF pertence a classe de compostos cloroformiatos, que sao
caracterizados pela presenca do grupo funcional éster com o ligante cloro ao grupo
carbonila (Figura 7a). O IBCF é produto da reacao do isobutanol com o fosfogénio
(Figura 7b) com a producdo de &cido cloridrico como coproduto (VAUGHAN &
OSATA, 1952). O mecanismo de reacdo de uma amina com IBCF comeca pelo
ataque nucleofilico do grupo amino com a carbonila, seguida pela perda de um
préton e eliminacdo do cloreto, por fim os produtos da reacdo sdo um carbamato e
acido cloridrico (D’SOUZA e colaboradores, 2011) (Figura 7c¢). Como o IBCF reage
com agua, utiliza-se em solventes organicos aproticos, sem caracter nucleofilico,
inerte com o IBCF.

Figura 7 - Estrutura molécula (a), esquema de sintese (b) e mecanismo de rea¢cdo com uma
amina (c) do IBCF.

a) Q
Hacj/\o/le
CH,
b
) 0]
Cl
H,C L
3 \(\DH © %{} . HECW/\O o
c)
0 0
HyC /lL J‘L i
: 0 Nl + R—NH, —= € o” NN+ Hel
CH, CH,

Fonte: Préprio autor.
2.3.4 Modos de derivatizacido

Como ja mencionado, a reacao de derivatizacdo pode ser feita em diferentes
momentos da analise, pré-coluna, em-coluna ou pos-coluna de separacdo. Na

Figura 8, os esquemas dos procedimentos de derivatizacdo sdo mostrados em
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modos pré-coluna (a), em-coluna (b) e pds-coluna (c).

Figura 8 - Modos de derivatizacao pré-coluna (A), em-coluna (B) e pés-coluna (C).
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Fonte: adaptado de PLOTKA-WASYLKA e colaboradores ( 2015)

Em CLAE, sdo chamadas de modo em-coluna as rea¢gfes que ocorrem na
coluna de separacdo, com o0 agente derivatizante compondo a fase movel. A
derivatizacao ocorre enquanto o analito percorre a coluna, onde o analito encontra o
derivatizante, na fase movel, e os derivados sdo formados antes de alcancar os

detectores. Entre as vantagens desse modo estdo a minimizacdo do consumo de
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reagentes, amostra, custo de operagdo e dispensa do uso de instrumentacéo
especializada. Contudo, essa técnica é valida para uma pequena quantidade de
amostras, pois amostra complexas possuem muitas espécies com potencial
interferente para reacao (basta um nucledfilo para alterar o produto da reacéo).

A derivatizagdo pré-coluna ocorre em condi¢Bes reacionais fora do sistema
cromatografico; apos a modificacdo dos analitos, os derivados sdo separados e
detectados. A principal vantagem € uma menor e mais estavel linha base em
comparacdo com o modo poés-coluna, pois os subprodutos da reacdo podem ser
retirados antes da andlise cromatografica. Além disso, esta permite 0 aumento da
hidrofobicidade do analito o suficiente para retencdo em colunas estacionarias
usadas em eluicdo do tipo fase reversa. Sobretudo, o reagente € adicionado
diretamente na amostra, ou seja, a reacdo € influenciada pela matriz da amostra
(PLOTKA-WASYLKA e colaboradores, 2015).

Na derivatizacdo pds-coluna, a reacdo ocorre apds a separacao dos analitos
na coluna, e entdo ocorre a mistura do analito com o reagente, e o produto alcanca o
detector. Portanto, a reacdo precisa ser rapida e o reagente deve gerar pouca
alteracdo na linha base. Mas para que seja utilizada sdo necessarios ajustes de
muitos parametros tais como: volume morto associado a tubulagéo; dispositivos de
mistura; célula de deteccdo em fluxo. Esse modo tem uma vantagem especifica, o
processo pode ser automatizado e geralmente fornecendo excelentes performance
guantitativa e reprodutibilidade. A eficiéncia é pouco afetada pelo efeito de matriz.
Por outro lado, esse modo de derivatizacdo ndo pode ser utilizado para analises que
necessitem de alta seletividade pois os picos séo largos, os quais podem causar
sobreposicdo de espécies. Uma desvantagem € o elevado consumo de reagentes,
0S quais sdo necessarios para manter o fluxo constante da separacéo e reacdo pés-
coluna (PLOTKA-WASYLKA e colaboradores, 2015).

2.3.5 Derivatizacdo de ABs em amostras de alimentos

Primeiramente, as ABs devem estar disponiveis para rea¢ao de derivatizacao.
As matrizes alimenticias podem atrapalhar o acesso das ABs para a reacdo de
derivatizacdo, para superar essa dificuldade realiza-se o pré-tratamento de

amostras. Em algumas matrizes mais simples basta diluicdo e filtracdo para
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eliminagcdo de potencial interferéncia. Por exemplo, no caso de cervejas e vinhos
utiliza-se polivinilpirrolidona (PVP) e filtracdo para retirada dos polifenodis (PINEDA e
colaboradores, 2012). Para amostras solidas € preciso um pré-tratamento mais
elaborado, envolvendo passos de homogeneizagéo,

filtragdo, centrifugacéo,

extracdo com 4cidos e solventes organicos (JUBELE, 2018).

Com a disponibilizacdo das ABs das matrizes alimenticias executa-se a
derivatizacao e analise. Varios sdo os reagentes de derivatizacdo utilizados, e isso
ird depender dos métodos de separacdo e deteccdo utilizados. Um panorama dos
diversos reagentes e procedimentos de derivatizacdo em diferentes matrizes de

alimentos para deteccéo de ABs por CLAE e GC é mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Breve revisdo da literatura sobre ABs, matrizes estudadas, reagentes
derivatizantes e técnicas de deteccéo.
Referéncia Analitos Amostras Derivatizante = Modo de Deteccao
reacao

TAMEEM e HIS; SPD; PUT; Ketchup; Molho DNs-cI 1 Pré-coluna  CLAE-DAD®

colaboradores PHE; TRP; de soja; Suco A =254 nm

(2010) TYR; CAD. de laranja;

Peixe;

GARCIA- CAD; ETA; Vinhos OPA 2 Pré-coluna CLAE-FL®

MARINO e PHE; PUT,; HIS; Aexc = 340 nm

colaboradores TYR; TRP; Aemi =426 nm

(2010)

CIRILO e PUT, SPD; Café verde e OPA 2 Pés-coluna  CLAE-FL®

colaboradores SPM; CAD; torrado Aexc = 340 nm

(2003) HIST; TYR; Aemi = 445 nm
TRYP; PHE

VALE; GLORIA CAD; HIST; Queijis OPA 2 Pés-coluna LC-FL®

(2997) PHE; PUT; Aexc = 340 nm
SPD; SPM; Aemi = 445 nm
TRYP; TYR;

PLOTKA- HIST; CAD; Vlinhos IBCFE 3 Pré-coluna  GC-MS™

WASYLKA; PUT; TYR;

SIMEONOV; TRYP; PHE

NAMIESNIK

(2018)

SANGRATINI e HIS; SPM; SPD; Peixes DNS-CI* Pré-coluna LC-FL®

colaboradores CAD; PUT; Aexc =320 nm;

(2012) TYR; PHE; Aemi =523 nm
TRP.

PINEDA e PUT; CAD; Vinhos DNS-CI X Pré-coluna  CLAE-UV*

colaboradores PHE; SPD; HIS; A =254 nm

(2012) SPM; TYR;
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RAMOS:
VALENTE;
RODRIGUES
(2014)

HE e
colaboradores
(2016)

HUANG e
colaboradores
(2016)

ZAZZU e
colaboradores
(2019)

JIA e
colaboradores
(2011)

LIU e
colaboradores
(2020)

PLAKIDI e
colaboradores
(2020)

MANTOANELL
l;
GONCALVES;
PEREIRA
(2020)

ISHIMARU e
colaboradores
(2019)

LEE e
colaboradores
(2019)

JIN e
colaboradores
(2019)

HIS; PHE; PUT;
CAD; SPD;
MET; ETA;
DMA; ISO;

TYR; HIS; PHE;
TRYP; CAD;
PUT,; SPM;
SPD.

HIS; TYR;PUT,;
CAD;

HIS; SPM; SPD;
PUT,; CAD;
PHE; TYR;
TRP;

IS (1,7-DAH)

HIS; SPD; PUT;
TYR; CAD;
TRYP; PHE; IS
(1,7-DAH)

HIS; SPD; PUT;
TYR; CAD;
TRYP; PHE; IS
(1,7-DAH)

HIS; PUT; CAD;
SPD; SPM

CAD; PUT;
TYR; HIST;
TRP;

TRP; PHE;
PUT; CAD;
HIST; TYR;
SPD

TRP; PHE;
PUT; CAD;
HIST; TYR;
SPD; SPM.

TRP; PHE;
PUT; CAD;
HIST; TYR;
SPD; SPM.

Vinhos

Vinhos; cerveja;
queijo; salsicha.

Peixes

Queijos  Fiore
Sardo

Queijos;
salsichas.

Vinhos

Peixes

Queijo; lorgute;

Peixes, queijos,
soja
fertmentada.

Kimchi ©

Kimchi

DNS-CI !

CCR

IBCF 3

DNs-cI*

DNs-cIt

DNs-cIt

pscL®

DNs-CI !

DNS-CIt

DNs-CI !

DNs-CI !

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

Pré-coluna

CLAE-FL®
Aexc =320 nm
Aemi =523 nm

UCLAE-MS?™

GC-MS™Y

CLAE-DAD?
A =254 nm
A =218 nm

UPLC-MS™Y

CLAE-FL®
Aexc =320 nm
Aemi =523 nm

CLAE-FL®
Aexc = 350 nm
Aemi =489 nm

CZE-DAD?
A=214 nm

CLAE-FL®
Aexc = 325 nm
Aemi =470 nm

CLAE- UV/Vist*
A =254 nm

CLAE- UV/Vist
A =254 nm
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Tabela 1 Continuagéao

MOHAMMADI  HIST; TYR; Queijos IBCF 3 Pré-coluna  GC-MS™
e PUT; CAD;
colaboradores
(2017)
CUNHA,; MEA; DMA; Diversos licores IBCF Pré-coluna GC-MS*
LOPES; ETA; DEA;
FERNANDES PHE; PUT,
(2017) CAD; HIST;

TYR.
PINTO e PHE; PUT, Peixes DNS-CI Pré-coluna CLAE- DAD®
colaboradores CAD; HIS; TRP
(2016)
RESTUCCIAe SPM; SPD; Café DNS-CI Pré-coluna CLAE-UV*
colaboradores ~ PUT; HIST,; A =254 nm
(2015) TYR; PHE;

CAD.
JAIN e MEA; TYR; Suco de frutas NITC® Pré-coluna  CLAE- UV/vis™
colaboradores  PUT; TRP; A =254 nm
(2015) PHE; SPD.
WU e TRP; HIS; CAD;  Queijo; Cerveja; BCEC-Cl’ Pré-coluna  CLAE-FL®
colaboradores PHE; TYR; Salsicha.
(2015) SPM.

! Cloreto de dansila; 2 Orto-ftalaldeido; * Cloroformiato de isobutil; * 4'-cloreto de carbonil rosamina; °
PyreneSulfonyl Chloride; ® 1-Naftilisotiocianato; ” 2- (11H-benzo [a] carbazol-11-il) Etil
carbonocloridrato; ® Detector de arranjo de diodo; ° Detector de fluorescéncia; *° Detector de massas;
1 Detector de radiacéo no ultravioleta-visivel; ** Detector de radiagc&o no visivel.

Fonte: Préprio autor.

2.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS

2.4.1 Fundamentos de cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico utilizado para separar as
espécies em uma solucdo. A separacao das substancias ocorre gracas as diferentes
interacdes entre as estruturas quimicas (moleculares ou i6nicas), das espécies em
estudo, com uma espécie quimica imobilizada. Em cromatografia, a separacao das

substancias ocorre quando um fluido, liquido ou gas, transporta o analito (fase
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moével) por uma coluna que suporta particulas, ou substancias, imobilizadas (fase
estacionaria). Observando que a fase estacionaria deve ser inerte a fase movel. As
polaridades inversas entre a fase movel e estacionaria garantem uma retencéo
diferencial dos analitos ao longo da coluna, dessa forma atingem o final da coluna
com tempos diferentes. Apds os analitos deixarem a coluna, esses seguem para o
detector, onde sera registrado um sinal transiente de cada analito (SKOOG e

colaboradores, 2006).

As separacdes ocorrem devido as estruturas de cada espécie quimica, pois
cada uma possui interacdes diferentes com as fases, dessa forma elas irdo percorrer
a fase estacionaria com velocidades e tempos de retencdo distintos. Dentre a
cromatografia existem diferentes técnicas, as quais dividem-se por apresentarem
diferentes caracteristicas, como estado fisico da fase movel (cromatografia a gas ou
a liquido), mecanismo de separacdo (cromatografia de troca ibnica, bioafinidade,
exclusao por tamanho, etc), polaridade (cromatografia de fases normal e reversa).

A falta de seletividade para determinar uma espécie quimica torna necessaria
uma técnica que possa isolar o analito dos possiveis interferentes, os quais existem
concomitantemente (SKOOG e colaboradores, 2006). Detectores altamente
especificos limitam a quantidade de analitos avaliados, onde por vezes tem-se
interesse em determinar mais de um analito na amostra em cada analise. Essas
duas condicdes sdo satisfeitas quando utiliza-se um sistema de separacao
cromatografica associada a um detector com uma resposta universal, como
detectores espectrofotométricos, fluorescentes, condutométricos, térmicos, etc. e
serdo detectados apenas as espécies que possuirem resposta com o detector.

Se o0 detector responde a concentracdo do analito durante a eluicdo e seu
sinal for registrado em funcdo do tempo, uma série de picos serd obtida. Esse
grafico, chamado de cromatograma, sera uatil para analises qualitativas e
guantitativas (SKOOG e colaboradores, 2006). A forma do sinal € do tipo gaussiano,

com uma largura caracteristica.

2.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é caracterizada pelo uso de

particulas de dimensdes micrométricas na fase estacionaria (de 3 a 10 pym), com
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grande area superficial, para que haja um aumento na eficiéncia das separacdes.
Com o uso de particulas tdo pequenas ocorre o aumento da resisténcia a passagem
da fase movel. Por isto, um sistema de bombeamento pressurizado (pressfes de 1
a 40 MPa) é utilizado para a fase mével alcancar uma vazao aceitvel, e obter
separacdes com 6tima resolucdo (SKOOG e colaboradores, 2006).

A diferenca na separacdo com fase movel liquida, em comparacdo com a
gasosa, € a sua interacdo com o analito, pois na fase condensada estao sujeitos a
reacoes acidas ou basicas, a forca ibnica e interacdes ion-diplo, dipolo-dipolo e
ligacdo de hidrogénio. O gas de arraste, da cromatografia gasosa, apenas transporta
os analitos pela coluna cromatogréfica, enquanto que a fase maovel liquida interage
com o analito e a fase estacionaria. Portanto, a composicao da fase mével torna-se
mais um parametro a ser avaliado na eficiéncia das separacdes. As propriedades
exploradas na fase moével sdo composicao, pH, forca ibnica, etc.

Para empregar-se a técnica é necessério que a fase estacionaria seja
imiscivel na fase movel, pois somente assim a reprodutibilidade das separacdes
pode ser alcancada (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Os sistemas CLAE sado constituidos de reservatorios para os solventes,
bombas de alta pressdo, uma valvula de injecdo de amostras, a coluna
cromatografica, um sistema de deteccdo e um conjunto de outros periféricos para
melhorar os sinais analiticos (SKOOG e colaboradores, 2006).

Essa técnica tornou-se essencial em estudos de espécies bioldgicas, pois a
faixa de temperatura em que o equipamento funciona (entre 5°C a 80°C) sao
adequados para espécies que sofrem degradacdo em elevadas temperaturas. Além
disso, esta € uma técnica ndo destrutiva, ou seja, a espécie separada pode ser
recuperada ao final da separacdo. Em CLAE o volume de amostra necessario para
andlise sdo de 5 pL até 100 pL (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

Os detectores utilizados em CLAE sao compativeis com uma série de
técnicas ja utilizadas em via umida em estudos analiticos, como espectrofotometria,
amperométricas, condutimétricas, espectrometria de massas, e outras. A técnica
mais comum € a espectrofotométrica, pois € uma técnica sensivel, robusta e bem

estabelecida.
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2.4.3 Separacao por CLAE

Como mencionado anteriormente, as separac¢des sofrem uma forte influéncia
dos solventes que compdem a fase movel, sendo necessaria uma abordagem dos
efeitos. Em CLAE, os analitos estdo em um ambiente condensado, o quais s&o mais
suscetiveis as transformacfes quimicas. Essas transformacdes podem ter diferentes
niveis de complexidades, mais simples como efeito acido-basico ou mais complexos

como as reacdes de derivatizagao.

O efeito do pH da fase movel é fundamental para espécies com
caracteristicas acido-base. De fato, pois com a fase mével com pH menor que pKa
do analito a espécie estard predominante na forma &cida, contudo com pH > pKa a
espécie predominante sera a basica. Mas na condicdo de pH = pKa as duas formas
serdo encontradas com a mesma proporcdo na fase movel, e caso as duas espécies
possam ser detectadas, assim existiram duas respostas para o mesmo analito,
dificultando a sua determinacao qualitativa e quantitativa. Esses efeitos sdo notados
principalmente com espécie de alto peso molecular que possuem grupos anfoteros,
como aminoacidos, péptidos e proteinas. Porém, o intervalo de pH que pode ser
utilizado na fases movel é o estabelecido com base nas caracteristicas da coluna
cromatografica em uso, pois em pH muito baixo, as particulas da fase estacionaria
sofrem deformacdes e em pH muito alto a fase estacionaria ligada quimicamente as
particulas sofrem lixiviacdo, perdendo o revestimento.

Em CLAE existem dois tipos de eluicdo para as separacbes. Uma, a eluicdo
isocratica, que emprega uma composi¢cao constante da fase movel, e outra, a
eluicdo gradiente, onde a composicao da fase movel varia com o tempo. Cada tipo
de eluicdo possui suas vantagens e desvantagens, de forma que o sistema mais
adequado depende das condi¢Bes desejadas para a separagdo. A eluigdo isocratica
€ mais simples, pois um sistema de instrumental simples de CLAE pode utiliza-lo, aa
linhas base do cromatograma sdo mais estaveis, e o tempo de recondicionamento
das colunas é menor. A eluicdo gradiente requer um sistema de bombeamento mais
sofisticado, que permite mudanga nas vazdes, ou proporgcdes, dos solventes, e o
tempo de recondicionamento da coluna é maior.

Quando os analitos possuem tempos de retencdo longos em eluicdo
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isocratica, emprega-se a eluicdo gradiente para proporcionar um tempo de retencéo
menor. Porém, esse sistema gradiente precisa ser realizado de forma a nao
prejudicar a eficiéncia dos analitos separados na eluicdo isocratica. Ou seja, para
estabelecer um programa de eluicdo gradiente eficiente, que atenda aos requisitos
do método e matriz que deseja-se analisar. Outra situacdo, quando os analitos da
amostra eluem junto com espécies interferentes da matriz, o sistema gradiente pode
ser utilizado para eluir os interferentes com um tempo diferente, para que nao
atrapalhe a quantificagéo do analito.

Na Tabela 2, hd uma breve revisdo dos trabalhos na literatura para
determinar aminas biogénicas em diferentes matrizes por CLAE. Os detalhes
instrumentais também sdo descritos, assim como 0s solventes e sistemas de
eluicdo. Os parametros mais utilizados sdo eluicdo gradiente, acetonitrila e agua
como solvente, vazdo de 1 mL min™, o volume de inje¢édo de 20 pL e 10 pL, coluna
de fase reversa C18 de comprimento 250 mm e 150 mm, com largura 4,6 mm e
tamanho das particulas de 5 pm, com deteccdo por absor¢do molecular no
ultravioleta e visivel (Uv-vis), ou com detector de arranjo de diodos (DAD), no

comprimento de onda de 254 nm e o DNS-CI| como derivatizante.

Tabela 2 - Breve revisdo de trabalhos na literatura para determinacdo de aminas biogénicas

por CLAE, destacando amostra, eluentes, vazdo, volume de injecdo, coluna cromatografica e

detector.
Referéncia Detalhes Instrumentos Solventes
Solventes: Acetato de amonio e acetonitrila.
. SA- in—1

EEROLA e Amqstras. Va?.za?. 1,0 mL min
colaboradores Salsichas Injecdo: 20 pL

Derivatizador: Coluna: Waters, Spherisorb ODS2 (125 mm x 4 mm, 5
(1993)

DNS-CI pum)

Detector: DAD (254 nm)

Solventes: Acetato de amonio e acetonitrila.

BEN-GIGIREY Amostra: Vazio: 1.0 mL min-t

- Peixes Injecdo: 20 pL
colaboradores Derivatizador: ) _
(1998) DNS-C Coluna: Nucleosil, 120 C18 (150 mm x 4 mm, 5 ym)

Detector: UV (254 nm)
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VINCI e
ANTONELLI
(2002)

MAH e
colaboradores
(2002)

CHIACCHIERI
NI;
RESTUCCIA,;
VINCI (2006)

SAAID e
colaboradores
(2009)

DADAKOVA:
KRIZEK;
PELIKANOVA
(2009)

SAAID e
colaboradores
(2010)

Amostra:
Carnes de ave
e bovina
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Frutos do mar
salgados
(Korean)
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Produtos a
base de
tomate

Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Produtos a
base de
tomate

Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Produtos a
base de
tomate

Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Peixes, molho
de soja e

tomate, queijo
Derivatizador:
DNS-CI

Solventes: Acetato de ambnio e acetonitrila

Vazao: 1,2 mL min—!

Injecdo: 10 pL

Coluna: Supelcosil, LC-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym)
Detector: UV-vis (254 nm)

Solventes: Acetato de amodnio e acetonitrila

Vazao: 1,0 mL min—!

Injecdo: 20 L

Coluna: Waters, Nova-Pak C18 (150 mm x 3,9 mm, 4
um),

Detector: DAD (254 nm)

Solventes: Agua e acetonitrila

Vazao: 1,2 mL min—!

Injecdo: 50 pL

Coluna: Supelcosil, LC-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym)
Detector: Uv-vis (254 nm)

Solventes: Acetonitrila: Agua (67:33, v/v)

Vazao: 1,2 mL min—!

Injecdo: 20 pL

Coluna: Waters, Spherisorb ODS2 (250 mm x 4,5 mm,
5 um)

Detector: Uv-vis (254 nm)

Solventes: Agua e acetonitrila

Vazao: 1,0 mL min—!

Injecdo: 5 L

Coluna: Agilent, Zorbax Eclipse XDB — C18 (50 mm x
4,6 mm, 1,8 ym)

Detector: Uv-vis (225 nm)

Solventes: Agua e acetonitrila

Vazao: 1,2 mL min—!

Injecdo: 20 pL

Coluna: Waters, Spherisorb ODS2 (250 mm x 4,5 mm,
5 um)

Detector: Uv-vis (254 nm)
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TAMEEM e
colaboradores
(2010)

RESTUCCIA
e
colaboradores
(2011)

PINEDA e
colaboradores
(2012)

BYUN & MAH
(2012)

HU e
colaboradores
(2012)

BUNKOVA e
colaboradores
(2013)

Amostra:
Peixes, molho
de soja,
tomate e
laranja

Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Queijos
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Vinhos
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Vinhos
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Peixes
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Queijos e
produtos
fermentados
Derivatizador:
DNS-CI

Solventes: Metanol:Agua:Acetonitrila(15:25:50, v/v/v)
Vazdo: 1,0 mL min—t

Injecao: 50 pL

Coluna: Hypersil, C18 ODS (250 mm x 4,5 mm, 5 ym),
Detector: Uv-Vis (254 nm)

Solventes: Agua e acetonitrila

Vazao: 1,2 mL min—!

Injecdo: 20 pL

Coluna: Supelco, C18 (250mm x 4,6mm, 5um)
Detector: ELSD*

Solventes: Agua e acetonitrila

Vazao: 0,6 mL min—!

Injecdo: 50 pL

Coluna: Waters, C18 YMC-Pack ODS-A (150 mm, 4,6
mm, 5 um),

Detector: Uv-Vis (254 nm)

Solventes: Acetato de amonio e acetonitrila

Vazao: 1,0 mL min—!

Injecdo: 10 pL

Coluna: Waters, Nova-Pak C18 (150 mm x 4,6 mm, 4
Hm)

Detector: Uv-Vis (254 nm)

Solventes: Agua e acetonitrila.

Vazao: 1,0 mL min—?

Injecdo: 20 pL

Coluna: Agilent, Zorbax Extend-C18 (150 mm x 4,6
mm, 5 ym)

Detector: DAD (254 nm)

Solventes: Agua (A) e Acetonitrila (B)

Vazao: 1,0 mL min—!

Injecdo: 5 L

Coluna: Agilent, ZORBAX Eclipse XDB - C18 (150
mm X 4,6 mm, 3,5 pm)

Detector: DAD (254 nm)
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BAI: BYUN;
MAH (2013)

RAMOS e
colaboradores
(2014)

RESTUCCIA
e
colaboradores
(2015)

ZAZZU e
colaboradores
(2019)

ISHIMURA e
colaboradores
(2019)

Vale & Gloria
(1997)

Amostra:
Doces de
feijao
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Vinhos
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Café
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Queijo de
cabra
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Peixes e
gueijos
Derivatizador:
DNS-CI

Amostra:
Queijos

Derivatizador:
orto-ftalaldeido

Solventes: Acetato de amdnio e Acetonitrila

Vazao: 1,0 mL min—2

Injecdo: 10 pL

Coluna: Waters, Nova-Pak C18 4 Im (150 mm x 4,6
mm, 4 pm)

Detector: Uv-Vis (254 nm)

Solventes: Tampédo acetato 0,01 mol L™t pH= 4 e
acetonitrila

Vazao: 1,0 mL min—!

Injecdo: 20 L

Coluna: Phenomenex, Gemini C18 (250 mm x 4,6
mm, 5 pm)

Detector: Fluorimétrico (Aex = 320 nm; Aem =523 nm)

Solventes: Agua e Acetonitrila

Vazao: 1,2 mL min—!

Injecdo: 20 L

Coluna: Supelco, C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pym)
Detector: UV-vis (254 nm)

Solventes: Agua e Acetonitrila

Vazao: 0,8 mL min—!

Injecdo: 10 pL

Coluna: Kromasil, 100-5 C18 (250 mm x 4,6 mm x 5
Hm)

Detector: DAD (254 nm)

Solventes: Agua e Acetonitrila

Vazdo: 1,0 mL min—t

Injecao: 10 pL

Coluna: Develosil, XG-C30M-5 (150 mm x 4,6 mm, 5
pm)

Detector: Fluorimetrico (Aex = 325 nm; Aem = 470 nm)

Solventes: Agua, metanol e acetonitrila.

Vazao: 0,70 mL min—!

Injecdo: 20 pL

Coluna: Waters, pBondapack C18 (300 mm x 3,9 mm,
10 pm),

Detector: Fluorimétrico (Aex = 340 nm; Aem = 445 nm)
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CIRILLO e
colaboradores
(2003)

GARCIA-
MARINO;
TRIGUEIROS;
ESCRIBANO-
BAILON
(2010)

Amostra:
Cafés

Derivatizador:

OPA

Amostra:
Vinhos

Derivatizador:

OPA

Solventes: Acetato de sédio 0,2 mol L? e sal de
octano-1-sulfonato 10 mmol L™ e Acetonitrila

Vazao: 0,6 mL min—!

Injecao: 10 pL

Coluna: Waters, pyBondapak C18 (300 mm x 3,9 mm,
10 ym),

Detector: Fluorimetrico (Aex = 340 nm; Aem = 445 nm)

Solventes: Acetato de sédio 0,05 mol L*?, pH= 6,6,
com tetrahidrofurano e metanol:Acetonitrila

Vazao: 1,0 mL min—1

Injecao: 10 pL

Coluna: Phenomenex, Synergi-Hydrol RP-80 (150
mm x 3,9 mm, 4 ym)

Detector: Fluorimétrico (Aex = 340 nm; Aem = 426 nm)

Yevaporation light scattering detector; *cloroformiato de isobutila;

Fonte: Préprio autor.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados de grau analitico e ndo foram purificados.
Todas as solugdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura (resistividade >
18 MQ cm) obtido por um sistema de purificacdo de agua Millipore Direct-Q 3
UV(Brasil). Os padrbes de aminas biogénicas, triptamina (Cas number 193747),
cadaverina (D22606), putrescina (51799), histamina (H7125), tiramina (T90344),
espermidina (49761) e espermina (S3256), 1,7-Diamino-heptano (D17408) e cloreto
de 5-dimetilamino-naftaleno-1-sulfonil (DNS-CI) (D2625), foram obtido pela Sigma
Aldrich (S&o Paulo, Brasil). O acido Cloridrico (7647-01-0), hidroxido amonio (1336-
21-6), acetona (67-64-1) e éter etilico (60-29-7) foram comprados da Dinamica
(Brasil). A acetonitrila (75-05-8) foi obtida pela J.T. Baker (China). Os sais de
hidréxido de sédio (1310-73-2), hidroxido de potassio (1310-58-3), carbonato de
sédio anidro (497-19-8), bicarbonato de sodio anidro (144-55-8), cloreto de sodio
(7647-14-5) e cloreto de potassio (7447-40-7) foram obtidos pela Dinamica (Brasil).
Para as reacfes de derivatizacdo as solu¢des de acido e base foram padronizadas,
a solugdo HCI 0,1 mol L™ para solubilizar as solu¢ées das aminas biogénicas, e a
solucédo de NaOH 2,0 mol L™ para ajustar o pH do meio reacional. O N, comprado da
White Martins (Brasil) foi utilizado no processo da reacao de derivatizacdo com DNS-
Cl.

3.2 INSTRUMENTACAO E SOFTWARES

Para conduzir as reacOes de derivatizacdo foram utilizados agitadores
magnéticos com aquecimento 752A da Fisatom (S&o Paulo, Brasil). Para as
transferéncias dos volumes exatos de solucdes foram usadas micropipetas de
volume variavel de 10 a 100 pL e 100 a 1000 pL da DelTECH control (india).

O sistema de separacdo utilizado foi um CLAE da Shimadzu, com duas
bombas LC-20AD, desgaseificador DGU-20A3, auto-amostrador SIL-20A, forno de
coluna CTO-20A, detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A e um médulo de
comunicacdo CBM-20A. O CLAE foi controlado com o software LabSolutions da
Shimadzu. Para a separagéo, uma coluna da PHENOMENEX C18 Luna, de 250 mm
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X 4,6 mm, 5 uM, foi utilizada.
Para o preparo das amostras foi utilizada uma centrifuga KASVI modelo K14-
24h para 6 tubos de 50 mL.

3.3 AMOSTRA
As amostras de queijo do tipo coalho sem sal (QCSS), coalho com sal

(QCCS) e queijo manteiga (QM) foram obtidas na feira popular em Recife,

Pernambuco, Brasil. As amostras foram armazenadas sob refrigeracéo a -18°C.

3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS
Para extrair as aminas biogénicas das amostras de queijo, o procedimento

utilizado foi adaptado de Dadakova e colaboradores (2009). Primeiramente, 100 g de
gueijo foi triturado em processador (Philips Walita Viva RI7630) até formar uma
pasta homogénea. Depois, misturou-se 10 g da amostra homogeneizada com 20 mL
de solugdo de HCI 0,1 mol L* em um tubo de centrifuga de 50 mL. A mistura foi
agitada durante 20 minutos. Apds esse tempo, a mistura foi centrifugada durante 10
minutos a uma rotacéo de 3000 rpm. O sobrenadante foi filtrado com papel filtro, e o
filtrado transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi aferido com
solugédo de HCI 0,1 mol L. Para realizar as medidas das aminas biogénicas, 1 mL

da solucédo da amostra foi usada na reacao de derivatizacéo.

3.5 PREPARO DOS PADROES
As solucbes padrées das aminas biogénicas foram preparadas em solucéo

HCI 0,1 mol L™, padronizadas com Na,COs;, como padrdo primario, pela titulacdo
potenciométrica. Solucbes estoque de 1000 mg L™ das aminas biogénicas foram
preparadas pela medida precisa da massa, de 25 mg de cada um dos padrdes de
triptamina, putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, espermidina e espermina, e
solubilizados com solucéo de HCI 0,1 mol L* em um frasco de 25 mL. A solucgéo
estoque do padrao interno, diamino-heptano, foi preparada pela medida de 10 mg e
solubilizada em 10 mL de solugdo de HCI 0,1 mol L™*. As solugGes da curva de
calibracdo foram preparadas pela diluichio da solucdo estoque das aminas
biogénicas com solucdo de HCI 0,1 mol L*. As solugcdes foram armazenadas em

freezer comercial, essas solugdes foram utilizadas no prazo de 1 més.
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3.6 DERIVATIZACAO DAS AMINAS BIOGENICAS
Para a deteccédo das aminas biogénicas por Uv-vis foi incorporado um grupo

cromoforo pela reagcdo com o DNS-CI. A derivatizacdo das aminas biogénicas foi
conduzida de acordo com o método de PINTO e colaboradores (2016), Ramos e
colaboradores (2014) e EEROLA e colaboradores (1993), com algumas
modificacdes. Em um frasco com tampa foram adicionados: 1 mL da solucdo da
mistura das aminas; 0,2 mL da solugdo NaOH 2,0 mol L™*; 0,3 mL da solucédo de
NaHCO; saturado; Por fim, 2,0 mL de solucdo de DNS-CI (1 mg mL™, em acetona).
O frasco foi tampado incubado a 40°C durante 45 minutos. Depois da reagao, no
frasco com a reacdo foram adicionados 100 pL de solugcdo de NH,OH 28% e
mantido a temperatura ambiente por 30 minutos. Apos isto, a mistura foi transferida
para um baldo volumétrico de 5 mL e o volume final foi aferido com adicdo de
acetonitrila. A solugéo foi filtrada através de um filtro de seringa de 0,45 pm de

politetrafluoretileno (PTFE) e analisada.

3.7 EXTRACAO DAS AMINAS BIOGENICAS DERIVADAS

Para eliminar subprodutos da reacdo do DNS-CI e diminuir a quantidade de
espécies interferentes proveniente de amostras, alguns métodos de purificacédo
foram testados, como LLE e SALLE.

O procedimento LLE foi conduzido de acordo com ZAZZU e colaboradores
(2020). Apoés a derivatizagdo das aminas biogénicas, foram adicionados 1,0 mL de
éter etilico, a mistura foi agitada manualmente por 1 minuto e colocada em repouso.
Apoés repouso da mistura e separacao das fases, uma aliquota (de 1 mL e 0,5 mL)
da fase superior foi retirada, essa extracdo com éter etilico foi repetida mais duas
vezes. As aliquotas foram combinadas e secas sob fluxo de nitrogénio em banho
maria a 40°C. O residuo foi solubilizado em 1,0 mL de acetonitrila, e em seguida,
filtrado em filtro de seringa de 0,45 ym de PTFE.

O procedimento de SALLE foi conduzido de acordo com o proposto por
RAMOS e colaboradores (2012). No procedimento de derivatizagdo antes da adicao
do DNS-CI, 1,0 mL de acetonitrila foi adicionado ao meio reacional e, apos isso, a
reacao de derivatizacéo foi conduzida normalmente. Depois da concluséo da reacéo,

foram adicionados 0,13 g de NaCl, houve a separagéo de duas fases, a fase inferior
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€ a solucdo aquosa e a fase superior € a solucdo com solvente extrator. Da fase
superior foi retirada uma aliquota de 1,0 mL e filtrada em filtro de seringa para ser
injetada no CLAE.

Ap6s comparacdo dos cromatogramas, mudou-se 0 solvente utilizado no
método SALLE para a extracdo das aminas derivadas com DNS-CI e separacéo dos
subprodutos sem interesse. A acetonitrila foi substituida pelo éter etilico como
solvente extrator, pois elimina, ou sdo menores, as areas dos subprodutos de
derivatizacdo. ApOs a adicdo de 0,13 g de NaCl e separacdo das fases, uma
aliquota de 1,0 mL foi retirada da fase superior e seca com fluxo de N, em banho de
agua a 40°C. O residuo foi solubilizado com 1 mL de acetonitrila e a solucéo filtrada

com filtro de seringa 0,45 pm para ser analisada por CLAE.

3.8 ANALISE DAS ABS POR CLAE

O sistema de eluicdo utilizado foi o0 mesmo proposto por ZAZZU e
colaboradores (2020), com uma vazéo da fase mével de 0,8 mL min™, usando como
fases moéveis agua e acetonitrila, solvente A e B respectivamente. A elui¢do
gradiente usada € descrita na Tabela 3. Os ultimos 5 minutos com 65% de B para
restabelecer as condi¢fes iniciais da coluna cromatografica.A coluna cromatografica
fica termostatizada a 40°C . Para analise foram injetados 10 yL da solucdo das ABs
derivadas com DNS-CI. Os comprimentos de onda monitorados foram de 254 nm e
218 nm, ambos correspondem a maximos de absor¢cdo das ABs derivadas com
DNS-CI (ZAZZU e colaboradores, 2020) (Apéndice 1).

Tabela 3 - Eluicdo gradiente com Eluente A e B, respectivamente agua e acetonitrila, para

separacao das ABs derivadas com DNS-CI.

Tempo de eluicdo/ min Concentracao de B/ %

Oal 65%
1a10 65% a 80%
10a 12 80% a 90%
12 a 16 90% a 100%
16 a 25 100,00%
25a30 65%

Fonte: Prépria autor.
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A curva de calibracdo foi desenvolvida com as ABs derivadas com DNS-CI,
extraidas com LLE e analisadas em CLAE. Para construcdo da curva de calibracéo
foram preparados padres com as seguintes aminas biogénicas: triptamina,
putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, espermidina espermina, e diamino
heptano. O diamino-heptano foi utilizado como padrdo interno, por esse motivo
usou-se uma concentracao constante de 30 ppm para cada ponto de calibracdo da
curva.

Os limites de deteccao (LD) e quantificagao (LQ) foram calculados conforme
CURRIE (1995) e recomendacao da Unido internacional de quimica pura e aplicada.

t xS
LD:% equacéo 01
LQ= 101:5 equacao 02

Onde tpos, 9 € 0 valor de t tabelado com uma significancia de 0,05 com 9
graus de liberdade (2,26), S € o desvio padrdao de 10 medidas do branco, e A é a

inclinacdo da reta de calibragao.

3.9 TRATAMENTO DE DADOS E ESTATISTICA

Todos os dados foram obtidos com repeticdo, e o resultado final expresso
com a média aritmética e desvio padrdo dos resultados. A variagdo dos resultados
foi avaliado pelo desvio padrao relativo (DPR).

i=1

M= Equacéo 03
n
z (Xi_M)Z
§P== — Equacéo 04
DPR:% 100 % Equacéo 05

Onde X; sédo os resultados obtidos por cada repeticdo, n € 0 numero de
medidas, M € média aritmética dos resultados, S € o desvio padrdo amostral e DPR

€ o desvio padréo relativo.



52

4 RESULTADOS

4.1 DERIVATIZACAO DAS AMINAS BIOGENICAS

A derivatizacao foi realizada conforme o trabalho de PINTO e colaboradores
(2016) e EEROLA e colaboradores (1993), conforme descrito na secao
experimental. Iniciou-se analisando cada ABs individualmente para descobrir seus
tempos de retencdo. O tempo de retencédo das ABs foram: TRP, 9,3 min; PUT, 11,4
min; CAD, 12,2 min; HIS, 13,2 min; DAH, 14,4 min; TYR, 15,6 min; SPD, 16,1 min;
SPM, 20,2 min. Utilizando o mesmo sistema cromatografico, a ordem de eluicdo das
ABs foi similar com os resultados de ZAZZU e colaboradores (2020).

4.1.1 Influéncia do pH

A influéncia do pH da solucéo de derivatizagéo foi observado pela adicao de
diferentes volumes da solucdo de NaOH. Trés valores de pH foram avaliados, 9 ,10
e 11, pois segundo RAMOS e colaboradores (2014) e PINEDA e colaboradores
(2012) o pH otimo da reagdo do DNS-CI sdo relatados na faixa de 10 e 11,
respectivamente. Na Figura 9, as areas das ABs derivadas com solucdo de pH 11
sd0 maiores, ou iguais, as de pH 9 e 10. Para a triptamina, histamina e diamino-
heptano (DAH) as areas foram similares. Diferentemente, as areas da cadaverina,

tiramina e espermina aumentaram conforme o aumento do pH do meio.

Os valores de desvio padréo relativo permaneceram inferiores ou iguais a 8%,
conforme recomendacdo do guia de eficiéncia necessaria para métodos padrdes
(AOAC, 2016). Exceto para histamina e espermidina, cujos valores de RSD foram,
respectivamente, de 9,1% e 8,3%. O valor de RSD maior que 8% alerta a
necessidade de controle maior do protocolo de derivatizagcdo. O pH 11 para o meio

reacional foi selecionado para as analises subsequentes.
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Figura 9 - Valor médio das areas sob diferentes pH da solugdo (pH 9, pH 10, pH 11) das

aminas biogénicas derivadas.
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Fonte: Préprio autor.

4.1.2 Métodos de extracdo das aminas biogénicas derivadas

Os subprodutos da reacdo do DNS-CI, formados com a agua e amdnia, sdo
espécies que absorvem radiacdo eletromagnética. Estes podem mascarar o sinal

das aminas derivadas com DNS-CI na auséncia de uma técnica cromatografica.

Para avaliar a influéncia das extragbes e eliminacdo dos subprodutos de
reacdo do DNS-CI, uma solucdo de 100 mg L™ das ABs foi derivatizada conforme os
meétodos de extracdo descritos na secdo experimental. Os areas das ABs derivadas
sem extracéo (STD) e com extragdes SALLE e LLE sdo mostradas na Figura 11. As
andlises com LLE e SALLE apresentaram, respectivamente, areas médias de 4,4 e
2,1 vezes maiores que as analises STD. Além disso, o subproduto do DNS-CI com
pico observado em 4,1 min, na andlise STD, € eliminado nas andlises com extracao.

As ABs possuem maior solubilidade em éter etilico e acetonitrila, comparados com
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agua, enquanto que as substancias com tempo de retencédo de 4,1 min e 3,1 min
possuem um solubilidade maior em agua (Figura 10). Por isto, a extracdo LLE e
SALLE apresentaram uma area maior das ABs derivadas, pois possuem maior
solubilidade das ABs derivadas nos solventes utilizados nas extracdes. Além disso,
a extracdo LLE possui uma etapa de concentracdo das ABs derivadas pela

evaporacao do solvente extrator.

Figura 10 - Cromatograma das ABs derivadas a 100 mg L™ sem extracédo (STD), com
extragcfes (LLE e SALLE).
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 11 - Valor médio das areas com extracdes LLE e SALLE e sem extracdo (STD) das
ABs derivadas a 100 mg L™,

2 B LLE
I SALLE
[ ]STD
10
8_
®
=3
®
O 6
<L
4 -
2_
0 - E

TRP CAD HIS DAH TYR SPM
Aminas Biogénicas

Fonte: Préprio autor

O desvio padrao relativo (DPR) das replicatas foi significativamente alto, os
quais foram maiores que 10%. Devido a esse fato, os métodos de extracdo foram
modificados para diminuir o DPR. Na LLE, observar o limite entre a fase orgéanica e
aguosa é dificil, pois ambas sdo translicidas; entdo, a aliquota retirada da fase
organica foi modificada para um volume de 500 pL. Na SALLE, experimentou-se
utilizar o éter etilico como solvente de extracdo, com uma adi¢cao de 500 pL, antes
da solucdo de DNS-CI, e uma segunda adicdo de 500 pL apds a reagcdo com
amonia. Conforme os resultados de Ramos e colaboradores (2014), os sinais
analiticos sdo maiores quando o solvente de extracdo esta presente durante a
reacao de derivatizacdo das ABs.

As areas das analises com as extracbes modificadas sdo mostradas na
Figura 12. Em comparacdo as areas da analise sem extracdo, os sinais com

extracdo foram 2,0 e 1,96 vezes maiores para a LLE e SALLE modificados,
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respectivamente. Ademais, os DPR para extracdes SALLE, de 10,9%, e LLE, 1,9%,
foram menores que as extracdo sem modificacdo, porém apenas o método LLE
apresentou DPR inferior a 8%, o recomendado pela AOAC international (2016). Os
sinais com extracdo SALLE com e sem modificagcdo permaneceram similares.
Diferentemente, os sinais da extracao LLE sem modificacdo foram 2,2 vez maior que
o extracdo LLE modificada, essa diferenca esta de acordo com a modificacdo da
extracdo LLE, pois retira-se uma aliquota de 500 pL em vez de 1 mL; Como a
guantidade do analito retirado € a metade, o sinal analitico foi a metade do sinal
observado para a extracdo LLE sem modificacdo. A técnica LLE modificada foi
selecionada para as analises subsequentes, pois apresentou o menor DPR e
promoveu um aumento no sinal dos analitos e eliminou os subprodutos da reagéo do
DNS-CI. A extracdo das ABs derivadas com DNS-CI diminuiu a quantidade dos
subprodutos presentes no cromatograma e também, aumentou os sinais analiticos
das ABs.

Figura 12 - Valores médios das areas com técnicas de extra¢cdo modificadas (LLE e SALLE)
e sem extracdo (STD) das ABs derivadas a 100 mg L™.
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4.1.3 Curva de calibracdo com padrao externo

Na Figura 13 sdo apresentadas as areas da calibracdo de cada ABs numa
faixa de concentracdo de 1 mg L™ a 100 mg L™, as areas foram obtidas em 254 nm.
A TRP (9,3 min) e a TYR (15,6 min) apresentaram um comportamento linear em
todo a faixa de concentracdo estudada. As aminas biogénicas PUT (11,4 min), CAD
(12,2 min) e HIS (13,0 min) tiveram um comportamento linear no intervalo de
concentracdo de 1 mg L™* a 80 mg L. Por outro lado, as aminas SPD (16,1 min) e
SPM (20,2 min) ndo apresentaram uma variacao linear. Além disso, as separacfes
foram realizadas com sucesso, pois as resolucdes de separagéo das ABs de 2,9 a
16,5 (Apéndice 2).

Na Tabela 4 sdo mostradas as equacdes da curva de calibragéo para as ABs,
coeficiente de correlacéo, LD e LQ. Como a SPD (16,1 min) e a SPM (20,2 min) ndo
apresentaram comportamento sinal linear proporcional a concentragcdo das aminas,
o método ndo contempla essas aminas nas faixas de concentracdo estudadas. Na
literatura € bem conhecido que essas aminas biogénicas de cadeia mais longas
apresentam comportamento linear apenas com as concentracdes maiores de DNS-
Cl (RAMOS e colaboradores, 2014). Para isto exige-se uma concentracédo de 10 mg

L' de DNS-CI para reagir com a espermidina e espermina.
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Figura 13 - Cromatograma das ABs derivadas com DNS-CI (A). Curva de calibragéo para

determinacéo das ABs derivadas com DNS-CI (B).
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Tabela 4 - Parametros analiticos da calibracdo do método andlise por CLAE usando LLE.

Resultados obtidos em 254 nm.

Analito Equacao da reta R? Faixal mgL* LD/mglL™*
TRP Y=1,71(x0,06)X10* C -3,40(+3,26)X10* 0,996 1-100 0,2
PUT y=1,79(x0,02)X10* C +0,29(+0,06)X10* 0,999 1-80 0,2
CAD Y= 4,14(+0,04)X10* C +0,16(+0,05)X10* 0,999 1- 80 0,1
HIS y= 1,34(+0,08) X 10“C +0,66(+0,18)%10* 0,988 1-80 0,3
TYR Y= 2,83(+0,08)X10* C +0,06(+0,55)X10* 0,996 1-100 0,2

Fonte: Préprio autor.

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do método proposto, para a

calibragdo das ABs derivadas com DNS-CI, avaliou-se a absor¢gdo no comprimento

de onda 218 nm, pois no espectro de absorcdo (Apéndice 1) existem maximos de

absorcdo em 254 nm e 218 nm. Na Tabela 5, as equacfes apresentadas sdo dos

sinais obtidos com absor¢cao em 218 nm. Comparando a sensibilidades (coeficiente

angular) das curvas de calibragdo obtidas em 218 nm, com as de 254 nm, para cada

amina biogénica foi observado um aumento de 313% para TRP, 176% para PUT,
174% para CAD, 178% para HIS e 218% para TYR, corroborando com os resultados

de ZAZZU e colaboradores (2019). Entretanto, o LD permanece o0 mesmo em ambos

comprimentos de onda, pois o ruido da linha de base aumenta em 218 nm o que

torna dificil detectar concentracdes menores das ABs derivadas com DNS- Cl.

Tabela 5 - Parametros analiticos da calibragdo do método andlise por CLAE usando LLE.

Resultados obtidos em 218 nm.

Analito Equacdo da reta R? FaixalmgL* LD/mglL*
TRP  Y=7,07(x0,21)X10* C -9,74(¢¥13,2)X10* 0,996 1-100 0,1
PUT  Y=4,94(x0,25)X10* C +14,5(x12,3)X10* 0,992 1-80 0,2
CAD  Y=11,35(x0,53)X10“C +28,6(+x25,6)X10* 0,993 1- 80 0,1
HIS  Y=3,73(x0,23)x10* C +1,86(0,62)X10* 0,988 1- 80 0,2
TYR  Y=9,01(x0,07)X10* C - 0,72(+0,24)X10* 0,999 1-100 0,1

Fonte: Préprio autor.
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4.1.4 Anélise das amostras

O método CLAE com a extragdo LLE foi aplicado para determinar a
concentracdo das ABs em amostras de queijo. As concentragdes encontradas nas

amostras sao mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdo de ABs em mg L™ em amostras de queijo.

Analito Qccs QCSS QM
TRP <LQ 3+1 4+1
PUT 4+3 4+1 <LQ
CAD 6+1 19+1 <LQ
HIST <LQ 3+1 1+1
TYR 8+5 17+1 1+1
SOMA 18 46 6

Fonte: Préprio autor

A concentragdo das HIS em todas as amostras estd abaixo dos niveis
estabelecidos como limites toleraveis. Entretanto, a concentragdo das outras ABs
foram maiores que os niveis de HIS. Nas amostras QCCS e QCSS foram detectadas
CAD e PUT no minimo no mesmo nivel da HIS. O conteddo total das ABs
encontradas foram de 18 mg L*, 46 mg L' e 5 mg L™ para as amostras QCCS,
QCSS e QM, respectivamente, onde apenas de 7% a 26% corresponderam a HIS.
Todas amostras estdo em conformidade, pois apresentaram valores de HIS
inferiores aos definidos pelas agéncias reguladoras (minimo de 50 mg kg™ para
[FDA, 2005])).

A amostra de QM possui as menores concentracdes de ABs, pois todo o
processo de fabricacdo é conduzido a uma temperatura elevada (proxima 100°C).
Ao contrario das amostras amostras QCCS e QCSS, as quais ndo possuem etapas
de longa exposicdo ao calor. A exposicdo a elevadas temperaturas € uma forma
eficiente para eliminar microrganismos, e quanto maior o tempo de exposi¢cdo menos

microrganismos restaram (AQUARONE e colaboradores, 2001). A amostra QCSS
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apresentou quantidade de ABs maior que a amostra QCCS, apesar do modo de
producdo ser similar, a adicdo de salmoura suprime o desenvolvimento de

microrganismos e, portanto, ha uma baixa formacéo de ABs exbgenas.

Tabela 7 - Recuperacdo percentual das concentragbes encontradas apos adicdo de cada
uma das ABs.

Recuperacaol %

Amostra Analito 10 mg L* 20 mg L*? 30 mgL*? Média

TRP 78+4 78+4 106 £ 5 87

PUT 122 +3 1195 69 +2 104

QCCSs CAD 83+6 106 + 6 75+3 88
HIS 97 £ 7 110+ 3 111 +4 106

TYR 887 89+ 10 78+ 2 85

TRP 111+ 2 103 +4 103+4 106

PUT 84+6 94 +4 97 +£5 92

QCSS CAD 81+3 86+ 4 93+5 87
HIS 115+ 3 77 +2 85+5 93

TYR 1157 775 857 93

TRP 95+ 2 99 +2 104 + 3 99

PUT 113+ 3 75+ 2 72+1 87

QM CAD 77+2 88+ 1 99 + 2 88
HIS 77 +2 88+3 99 +2 88

TYR 110+ 3 1081 84+2 101

Fonte: Préprio autor.

A recuperacao foi realizada para avaliar o efeito de matriz da amostra no
método de extracdo LLE e analise CLAE. Trés niveis de concentracdo foram
adicionados de cada uma das ABs, as concentracdes testadas foram 10 mg L™, 20
mg L* e 30 mg L™*. Na Tabela 7 sdo mostrados os percentuais das concentragées
encontradas apos adicdo de padrao dos analitos. A faixa de recuperacao para todas
as amostras foi de 69,3% a 122%. Na Tabela 8 este resultado de recuperacao foi
comparado com outros métodos de CLAE para analise de ABs em queijos descritos
na literatura: Os métodos que empregam LLE, comoVALE; GLORIA (1997) e ZAZZU

e colaboradores (2020), e que ndo empregam, como INNOCENTE e colaboradores
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(2020), possuem uma faixa de recuperacdo media das ABs de 72% a 98%, 82% a
99% e 67% a 98%, respectivamente, portanto o intervalo de recuperacdo deste
método estd em concordancia com outros propostos; Para um método sem técnica
de extracao a variagao do desvio padrao da recuperacéao foi de 2% a 5% pois com
menos etapas o erro final gerado € menor, enquanto que as LLE possuem uma faixa
maior — O método mais antigo (Vale; Gléria. 1997) possui um intervalo de 2% a 28%
usando um volume de 150 mL do solvente para extracdo, um método mais recente
(ZAZZU e colaboradores, 2020) conseguiu uma faixa de 2% a 12% usando 3 mL do
mesmo solvente. O método proposto possui um intervalo de 2% a 10% usando a
metade do volume anterior, 1,5mL. De fato, 0 método proposto possui desempenho
similar, ou melhor, a outros ja propostos na literatura com a vantagem de utilizar um

volume menor do solvente de extracdo (1,5 mL).

Tabela 8 - Comparacdo com métodos cromatograficos para analises de ABs em queijos.

Solvente de Intervalo
Referéncia Reagente
extracao Recuperacao Desvio padrao
VALE; GLORIA (1997) 150 mL DNS-CI 72% - 98% 2% - 28%
INNOCENTE e
- DNS-CI 67% - 98% 2% - 5%
colaboradores (2007)
ZAZZU e
3mL DNS-CI 82% - 99% 2% - 12%
colaboradores (2020)
Este trabalho 1,5mL DNS-CI 87% - 106% 2% - 10%

Fonte: Préprio autor.
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5 CONCLUSAO

O método de CLAE para determinagdo de HIS, TRP, PUT, CAD e TYR
derivadas com DNS-CI e extracdo LLE foi desenvolvido para analisar amostras de
gueijos. Os sinais das analises com extracao LLE foram em média 2,2 vezes maior
para todas as ABs estudadas, em comparacdo com as andlises sem extracao.
Usando o comprimento de onda de 218 nm a sensibilidade é, no minimo, 2,7 vezes
maior que a obtida em 254 nm. O método apresentou um faixa dinamica linear de
concentracdo de 1 mg L* a 80 mg L*, com limite de deteccdo de 0,2 mg L™. O
recuperagdo percentual no intervalo de 87% e 106%. O método proposto possui
desempenho similar, ou melhor, a outros ja propostos na literatura com a vantagem
de utilizar um volume menor do solvente de extracéo (1,5 mL)

As ABs foram determinadas em amostras de queijos. As amostras QCSS,
QCCS e QM apresentaram contetido de 46 mg L™, 18 mg L, e 5 mg L* de ABs
totais, respectivamente. A concentracdo de HIS encontradas nas amostras de queijo
sdo inferiores ao niveis estimados para alimentos pelo oOrgdos reguladores.
Entretanto, os niveis de HIS encontradas corresponderam no intervalo de 7% a 26%

do conteudo total de aminas determinadas.
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APENDICE A - ESPECTRO DE ABSORGCAO DAS AMINAS
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