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RESUMO

Os cogumelos sao amplamente consumidos em diversas culturas devido ao seu alto valor
nutricional, porém, durante o armazenamento e processamento, podem ser suscetiveis a formagao
de aminas biogénicas (ABs) devido a acdo de enzimas descarboxilases presentes nas bactérias que
os colonizam. As ABs, produzidas pela degradacdo de aminoacidos, podem representar riscos a
saude, como intoxicac¢ao alimentar, quando em niveis elevados. Embora a legislacao estabeleca
limites para a histamina em algumas espécies de peixes e derivados, ndo héd regulamentagao para
todas as aminas comuns em alimentos incluindo os cogumelos. O presente trabalho teve como
objetivo o desenvolvimento de um método analitico para a determinagao simultanea de putrescina
(PUT), histamina (HIS), cadaverina (CAD), espermidina (SPD), espermina (SPM), tiramina
(TYR) e Triptamina (TRY) em amostras de cogumelos utilizando a técnica de eletroforese capilar
(CE). As BAs foram separadas utilizando um tampdo de corrida composto por 15 mmol L de
imidazol, 30 mmol L' de éter coroa, 7 mmol L™ de o-ciclodextrina e¢ 3,5 mmol L' de EDTA
(deteccdo indireta em 214 nm), sob tensdo de 15 kV e modo de inje¢do hidrodindmico (30
mbar/5s). As BAs foram extraidas das amostras de cogumelos utilizando uma solug¢do de
0,1 mol L' de HCI. A curva analitica foi linear no intervalo de 2,0 a 10,0 mg L™ para cada amina
(R > 0,998). A repetibilidade e a precisdo intermediaria variaram de 0,6 — 1,9% e 0,9 — 14%,
respectivamente. O método apresentou valores satisfatorios de limite de deteccdo (0,25-0,60 mg
L) e limite de quantificacdo (0,76 - 1,82 mg L), podendo ser aplicado para detec¢io e
quantificacdo de baixas concentracdes de BAs em amostras de cogumelos. A recuperagao variou
no intervalo de 94,7 - 110 %. O método desenvolvido foi aplicado com sucesso em diferentes tipos
de cogumelos (Hiratake, Champignon de paris e Porto belo). As concentracdes das BAs nas
amostras de cogumelos variaram de 1,5 — 14 mg Kg'!. Devido a auséncia de limites regulatorios
especificos para cogumelos, os resultados obtidos foram comparados com os limites estabelecidos
para outros alimentos, mostrando-se inferiores aos valores maximos permitidos, o que sugere a

seguranga do consumo das amostras analisadas.

Palavras-chave: Aminas biogénicas; Alimentos; Cogumelos; Detecgdo direta; Detecgdo indireta;

Eletroforese capilar; Quantificacdo de Aminas biogénicas.



ABSTRACT

Mushrooms are widely consumed across various cultures due to their high nutritional
value. However, during storage and processing, they may be susceptible to the formation of
biogenic amines (BAs) as a result of decarboxylase enzyme activity from colonizing bacteria. BAs,
produced through the degradation of amino acids, can pose health risks such as food intoxication
when present at elevated levels. Although regulations exist for histamine in certain fish species
and their derivatives, there is no comprehensive legislation covering all common amines in foods,
including mushrooms. This study aimed to develop an analytical method for the simultaneous
determination of putrescine (PUT), histamine (HIS), cadaverine (CAD), spermidine (SPD),
spermine (SPM), tyramine (TYR), and tryptamine (TRY) in mushroom samples using capillary
electrophoresis (CE). The BAs were separated using a running buffer composed of 15 mmol L™
imidazole, 30 mmol L' crown ether, 7 mmol L a-cyclodextrin, and 3.5 mmol L™ EDTA, with
indirect detection at 214 nm, under a voltage of 15 kV and hydrodynamic injection mode (30
mbar/5 s). The BAs were extracted from mushroom samples using a 0.1 mol L' HCl solution. The
analytical curve was linear in the range of 2.0 to 10.0 mg L' for each amine (R? > 0.998).
Repeatability and intermediate precision ranged from 0.6 to 1.9% and 0.9 to 14%, respectively.
The method showed satisfactory limits of detection (0.25-0.60 mg L") and quantification (0.76—
1.82 mg L"), enabling the detection and quantification of low concentrations of BAs in mushroom
samples. Recovery values ranged from 94.7 to 110%. The developed method was successfully
applied to different mushroom varieties (Hiratake, Champignon de Paris, and Portobello). The
concentrations of BAs in the mushroom samples ranged from 1.5 to 14 mg kg™'. Due to the absence
of specific regulatory limits for mushrooms, the results were compared to the limits established
for other food products and were found to be below the maximum permitted levels, indicating the

safety of the analyzed samples for consumption.

Keywords: Biogenic amines; Biogenic amine quantification; Capillary electrophoresis; Direct

detection; Indirect detection; Food; Mushrooms.
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1. INTRODUCAO
1.1.  ESTADO DA ARTE

O aumento da populagcio mundial ¢ uma preocupagdo cada vez mais crescente,
principalmente em relagdo a seguranca alimentar, considerando que a populagao mundial em 2030
sera superior a 8.5 bilhdes de pessoas e, em 2050, superior a 9,1 bilhdes, exigindo assim maior
oferta de alimentos (FAO, 2024). Esta preocupa¢do também estd relacionada ao potencial de
contaminagdo quimica e microbiologica dos alimentos, que sdo mais frequentes em sistemas de

producao de alimentos em grande escala (Omer ef al., 2021).

A seguranga alimentar e nutricional envolve muito mais que a disponibilidade de
alimentos; ela envolve a seguranga na relacdo que os individuos e as comunidades mantém com o
alimento (De Freitas e Pena, 2007). Mais do que as perdas econdmicas na industria alimenticia,
resultantes do manuseio inadequado, contaminagdes ou deterioracdo, ha também o risco
significativo de ocorréncia de doencas e mortalidade associadas ao consumo desses alimentos.
(Mantoanelli, 2019; Ghasemi-Varnamkhasti et al., 2018; Swinney e Bornhop, 2000). Portanto, a
seguranga alimentar engloba ndo apenas a producdo e distribui¢do adequadas de alimentos, mas
também a garantia de que estes sejam seguros e nutritivos, protegendo assim a satde publica e

promovendo o bem-estar geral da populagao.

A deterioragdo dos alimentos ¢ um processo multifacetado, que ocorre devido a existéncia
de condi¢des favoraveis a atividade enzimatica, levando a formagao de aminas biogénicas (BAs).
As BAs sdo compostos organicos nitrogenados basicos, formados principalmente pela
descarboxilagcdo de aminodcidos, e estdo presentes em diversos alimentos como verduras, frutas,
peixes, carnes e alguns fungos, como os cogumelos (Dos Reis, Custodio e Gléria, 2015). No
entanto, ainda ha uma escassez de informagoes detalhadas sobre a presenca e os niveis de aminas
biogénicas em cogumelos (Coelho, 2012; Dadakova et al., 2009; Dos Reis et al., 2015; Jakabova
et al., 2024; Jabtonska-Rys et al., 2020), destacando a necessidade de mais pesquisas nesta area

para melhor compreender os riscos potenciais a saude e a qualidade dos alimentos.

Os cogumelos, resultantes do corpo de frutificagdo de macrofungos, sdo alimentos de baixo
teor energético e ricos em aminoacidos essenciais, fibras, minerais e vitaminas. Devido a essas

caracteristicas nutricionais, os cogumelos sao frequentemente considerados produtos nutracéuticos



ou alimentos funcionais, desempenhando um papel importante na promog¢ao da saude e na

prevencdo de doengas (Chang e Miles, 2004; Dos Reis, Custodio e Gloria, 2015).

As principais BAs encontradas em cogumelos sdo: putrescina, cadaverina, tiramina,
triptamina, feniletilamina, espermidina e espermina. Estas aminas resultam de processos
enzimaticos que ocorrem a medida que os cogumelos se deterioram, refletindo a atividade
metabolica dos microrganismos presentes (Dos Reis et al., 2015; Coelho, 2012; Daddkova et al.,
2009). A identificagdo e monitoramento dessas aminas ¢ essencial para avaliar a qualidade e a
seguranga dos cogumelos, uma vez que niveis elevados podem indicar deterioracdo significativa e

possiveis riscos a saude devido a ingestao dessas substancias.

Desta forma, se torna crucial que as empresas e industrias alimenticias determinem a
quantidade de BAs nos alimentos antes do processamento ou comercializagdo. A sua presenca em
niveis elevados pode ser um indicativo de deterioracdo e de praticas inadequadas de
armazenamento € manuseio, comprometendo a seguranga e a qualidade dos produtos alimenticios
(Jakabova et al., 2024). Além disso, o monitoramento das BAs ¢ essencial para evitar riscos a
satude associados ao consumo de alimentos contaminados, uma vez que aminas como histamina e
tiramina podem causar reagdes adversas em individuos sensiveis (Doeun, Davaatseren e Chung,
2017). Portanto, a implementacao de controles rigorosos e regulares dessas substancias ¢ uma
pratica vital para assegurar a conformidade com os padrdes de seguranga alimentar e proteger a

saude publica.

1.2. AMINAS BIOGENICAS
1.2.1. Conceito Geral

As BAs sao definidas como compostos biologicos, nitrogenados de baixa massa molar,
produzidos no metabolismo dos organismos vivos, podendo ser animais ou vegetais (Silla, 1996;
Wojcik, Lukasiewicz e Boneca, 2021). Os microrganismos sdo a principal via de formagao das
BAs em alimentos como estratégia de sobrevivéncia em ambientes dcidos ou como suplemento
alternativo de energia quando as células se encontram expostas a condigdes desfavoraveis
(GOMES MB, 2014; (Silva e Gloria, 2002; Ladero, Fernandez e Alvarez, 2009; Gomes et al.,
2014).



As bactérias capazes de descarboxilar aminodcidos sao diversas, incluindo varias cepas de
bactérias acido-lacticas (BAL) pertencentes aos géneros Carnobacterium, Lactobacillus,
Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc e Lactococcus. Essas bactérias podem produzir aminas
biogénicas em uma variedade de alimentos, como cogumelos, vegetais, queijos, carnes
fermentadas e bebidas (Moreno-Arribas et al., 2003; Masson, Talon e Montel, 1996; Bover-Cid e
Holzapfel, 1999). Considerando a relagdo direta entre aminas biogénicas e a contaminacao
bacteriana em alimentos, estas substancias t€ém sido amplamente estudadas e utilizadas como

indicadores de qualidade e seguranga alimentar.

1.2.2. Formacao e Classificacao

Os percursores das BAs sdo os aminoacidos, sendo: a) Histamina ¢ formada pela
descarboxilacdo da histidina; b) Putrescina ¢ formada pela descarboxilagdo da glutamina; c)
Cadaverina ¢ formada pela descarboxilagdo da lisina; d) Tiramina ¢ formada pela descarboxilacao
de tirosina; e) Triptamina ¢ formada pela descarboxilagcdo do triptofana e; f) Espermidina e
espermina nao sao formadas por descarboxilagdo direta de aminoacidos, mas sim pelos processos
de modificacdo da putrescina e da espermidina, respectivamente (Cardozo et al., 2013; Doeun,
Davaatseren e Chung, 2017; Omer et al., 2021). A Tabela 1 mostra os nomes, estruturas e formulas

quimicas das aminas estudadas.



Figura 1 - Classificagdo e estrutura quimica das aminas biogénicas estudadas.

Classificacao Aminas pka Massa molecular Formula molecular Estrutura Quimica
Tiramina 10,46 137,18 CsH11NO /©/VNH2
Aminas Aromaticas HO
Triptamina 10,25 160,21 CioH12N2 m
NH
HN—7 :
Aminas Histamina 6,04 111,15 CsHoN; HN
Heterociclicas < l/\
N\
N NH,
Putrescina 10,98 88,15 CsHi12N> /\/\\ / NH.
H,N
Cadaverina 10,74 102,18 CsHiaN» /\\//\v/\'\
H,N NH,
Espermina 10,95 202,34 C7H19N3 H
Aminas alifaticas N~ ""NH,
H ~—~_-NH2
Espermidina 10,92 145,25 CioH26N4 o e, e e MHp

Fonte: elaborado pelo autor, adaptado de (W¢jcik, Lukasiewicz e Boneca, 2021).



A descarboxilagao oxidativa para formacao de BAs pode ocorrer por dois processos: pela
acdo bacteriana e sdo induzidas por determinadas condigdes ambientais, como por exemplo,
pH < 7 (meio 4cido) desfavoravel ao crescimento microbiano (Yu et al., 2021). O segundo
processo envolve a acdo enzimatica em organismos superiores, onde enzimas descarboxilases
endogenas catalisam a descarboxilacdo de aminoacidos, resultando na formagao dessas aminas em
diferentes tecidos, desempenhando fungdes bioldgicas importantes, como neurotransmissao e

regulagdo celular (Wojcik, Lukasiewicz e Boneca, 2021).

As BAs comumente encontradas em alimentos podem ser agrupadas, de acordo com sua
estrutura quimica, em quatro categorias principais: aminas heterociclicas (histamina e triptamina),
poliaminas alifaticas (agmatina, espermina e espermidina), monoaminas aromaticas (tiramina e 2-
feniletilamina) e diaminas alifaticas (putrescina e cadaverina) (Silva et al., 2013; VIDAL-
CAROU, LATORRE-MORATALLA e BOVER-CID, 2008; Bover-Cid e Holzapfel, 1999; Yu et
al., 2021). Essas aminas desempenham diversas fungdes biologicas e sdo frequentemente
estudadas devido ao seu impacto na seguranga e qualidade dos alimentos (Wojcik, Lukasiewicz e

Boneca, 2021).

Entretanto, algumas aminas, como a octopamina, a dopamina e a serotonina, sao
classificadas como psicoativas por atuarem como neurotransmissores no sistema nervoso central
(SNC). Essas substancias tétm um papel crucial na modulacdo de processos neuroldgicos e
comportamentais, o que justifica a importancia de seu monitoramento em alimentos para prevenir
potenciais efeitos adversos no consumidor (Jover et al., 1996; Onal, 2007). A presenca e a
concentracao dessas aminas em alimentos podem indicar tanto o estado de conservagdo quanto
possiveis riscos a saude, sendo, portanto, essencial para o controle de qualidade na industria

alimenticia.

1.2.3. Alimentos Relacionados

As BAs sao frequentemente encontradas em uma variedade de alimentos, incluindo carnes
e seus derivados, peixes, ovos, legumes, queijos, produtos de soja, alimentos fermentados de soja,
vinhos e cervejas (Kaczmarczyk et al., 2022). Contudo, pesquisas também indicam que ha
presenca de BAs, como PUT, CAD, TYR, TRY, HIS, SPD e SPM, em cogumelo como o

Champignon-de-paris (Agaricus bisporus), Shiitake (Lentinula edodes) e Shimeji (Pleurotus



ostreatus), (Coelho, 2012; Dadékova et al., 2009; Dadakova et al., 2009; Jakabova et al., 2024;
Jabtonska-Rys et al., 2020).

A presenca de BAs em alimentos ¢ determinada por uma combinagao de fatores intrinsecos
e extrinsecos (Omer et al., 2021). Entre os fatores que contribuem para sua presencga em alimentos,
destacam-se a alta disponibilidade de aminodacidos livres, a presen¢a de micro-organismos capazes
de produzir enzimas descarboxilases e condigdes ambientais que favorecem a atividade
microbiana, como temperatura, pH, e tempo de armazenamento. Alimentos ricos em aminoacidos
livres, submetidos a processos de fermentagdo, cura ou armazenamento prolongado, sdo os mais
propensos a apresentar niveis elevados desses compostos (Suzzi e Gardini, 2003; Cardozo et al.,
2013; Ruiz-Capillas e Herrero, 2019). A elevada concentragao de BAs nos embutidos por exemplo,
deve-se ndo apenas ao alto teor de proteinas presentes, mas também a intensa atividade proteolitica
que ocorre durante a maturagdo desses produtos (Silva et al., 2013; Doeun, Davaatseren e Chung,

2017).

Os alimentos fermentados, como queijos maturados e produtos a base de soja fermentada,
sdo particularmente suscetiveis, uma vez que o processo de fermentagdo envolve a agdo de
microrganismos que produzem essas enzimas, resultando na formagdao de BAs como tiramina,
histamina, cadaverina e putrescina (Comas-Basté et al., 2020; Halasz et al., 1994). Carnes e peixes
curados ou fermentados, como salame, presunto, sardinhas e anchovas, também apresentam altos
niveis dessas aminas, devido ao longo tempo de armazenamento e as condigdes especificas de cura
que permitem a sobrevivéncia de bactérias psicrotroficas (Bulula, Mugoyela e Kaale, 2017;
VIDAL-CAROU, LATORRE-MORATALLA e BOVER-CID, 2008; Wojcik, Lukasiewicz e
Boneca, 2021).

Além disso, bebidas alcoolicas como vinhos tintos e algumas cervejas artesanais sao
propensas a conter BAs, especialmente histamina e tiramina, em razdo dos processos de
fermentacdo e envelhecimento que favorecem a formacgdo dessas substancias (Coton et al., 2010;

Ginterova et al., 2012; Yu et al., 2021).

Os cogumelos, devido a sua natureza rica em proteinas e aminodcidos, também podem
conter BAs, embora em concentragdes geralmente mais baixas em comparacao com alimentos

fermentados ou curados (Coelho, 2012; Dadakova et al., 2009; Jablonska-Rys$ et al., 2020). A



presenca dessas aminas pode ser influenciada por varios fatores, como a variedade de cogumelo,
o estagio de maturagdo e as condigdes de armazenamento (RYS ez al., 2022). Os cogumelos frescos
normalmente apresentam niveis baixos de BAs, mas a degradacdo enzimatica e o crescimento
microbiano durante o armazenamento prolongado ou inadequado podem aumentar suas

concentracoes (Dos Reis, Custodio e Gloria, 2015).

Embora menos comum, alguns vegetais e frutas, como tomates, espinafre, berinjela e
abacate, podem conter quantidades moderadas de BAs, particularmente putrescina, devido a sua
composi¢do rica em aminoacidos e a presenca natural de micro-organismos em sua superficie

(Linares et al., 2010; Doeun, Davaatseren e Chung, 2017).

1.2.4. Controle em Alimentos

As BAs sdao compostos notavelmente estaveis, o que dificulta sua degradagdo. Embora a
degradacao dessas substancias seja complexa, a aplicagao de temperaturas adequadas pode ser
eficaz no controle de sua formacao (Naila et al, 2010). Tratamentos térmicos elevados sao
utilizados para eliminar bactérias, prevenindo assim a continua geragdo de aminas; no entanto, isso
ndo garante totalmente a seguranga alimentar, pois, embora as bactérias estejam eliminadas,

algumas aminas sdo resistentes ao calor e podem permanecer no alimento (Dadakova et al., 2009).

Para controlar a formacdo de BAs em alimentos, o uso de baixas temperaturas ¢ uma
estratégia fundamental, pois inibe ou retarda o crescimento microbiano e, consequentemente,
reduz a atividade enzimadtica responséavel pela producdo dessas substancias (Elias, Fraqueza e
Laranjo, 2018). O congelamento, em particular, ¢ altamente eficaz no controle microbiano,
enquanto o simples resfriamento pode estabilizar os niveis de aminas biogénicas (Naila et al.,
2010; Elias, Fraqueza e Laranjo, 2018). No entanto, deve-se notar que em alguns casos especificos,
o resfriamento pode ocasionar um pequeno aumento na concentracdo dessas aminas, conforme
observado em estudos (Jaguey et al., 2021; Ruiz-Capillas e Herrero, 2019). Apesar de ser uma
medida eficaz, a refrigeragdo nem sempre ¢ adotada devido aos custos elevados envolvidos. Além
disso, algumas bactérias podem continuar a produzir aminas biogénicas mesmo em temperaturas
inferiores a 5°C, o que torna necessario o uso de métodos complementares (Naila et al., 2010;

Doeun, Davaatseren e Chung, 2017; Jaguey et al., 2021).



A irradiacdo € uma técnica que pode ser utilizada para a degradagao de BAs por meio da
radiolise, ou para a reducao das populagdes bacterianas que produzem essas substancias (Naila et
al., 2010). Outra abordagem eficaz € o uso de pressao hidrostatica, que causa danos as membranas
celulares das bactérias, ajudando a controlar sua proliferacao e, assim, diminuir a formacao de
aminas biogénicas (Ruiz-Capillas e Herrero, 2019). Em produtos lacteos, que frequentemente sao
processados de maneira ndo estéril e sao altamente suscetiveis a contaminagao, o risco de formagao
de aminas biogénicas pode ser exacerbado, especialmente quando ndo se utiliza pasteurizagao

térmica (Ghasemi-Varnamkhasti et al., 2018).

J4

O uso de aditivos e conservantes ¢ uma pratica comum para limitar o crescimento
microbiano, sendo bastante eficaz para a reducdo de aminas biogé€nicas. No entanto, ainda ¢
necessario realizar mais pesquisas para compreender melhor os potenciais efeitos adversos desses
aditivos (Doeun, Davaatseren e Chung, 2017; Jaguey et al., 2021). A modelagem matematica ¢
uma técnica relevante nesse contexto, pois permite desenvolver estratégias mais eficazes para
controlar a produgdo dessas substancias, integrando-as em sistemas de seguranca alimentar e,
assim, melhorando os processos de producao e armazenamento de alimentos (Teleken, Robazza e

Gomes, 2011; Mahdinia et al., 2020).

1.2.5. Efeitos Toxicolégicos

Estabelecer o nivel toxico das BAs ¢ crucial para garantir a seguranca alimentar e prevenir
efeitos adversos a saude, embora seja uma tarefa complexa devido as varidveis caracteristicas
individuais. A sensibilidade humana as BAs varia significativamente, dependendo da atividade
das enzimas especificas envolvidas no metabolismo dessas substancias, como a histamina e outras

metiltransferases menos especificas, como a diamina oxidase (Spano et al., 2010).

O teor de BAs nos alimentos tem sido amplamente estudado, pois seu consumo ¢
considerado um risco & satide publica (Adimcilar, Oztekin e Bedia Erim, 2017; De Yixuan et al.,
2023; Wang, Xu e Yang, 2022; He, Nie e Dong, 2024). As BAs podem provocar efeitos adversos
a saude dos consumidores quando ingeridas em quantidades significativas, quando os mecanismos
naturais de catabolismo sdo inibidos, ou em casos de deficiéncias genéticas no corpo humano que
comprometem o metabolismo dessas substancias (Omer et al., 2021). Além disso, pesquisas
(Jablonska-Ry$ et al., 2020; Comas-Basté et al., 2020; Jaguey et al., 2021; RYS et al., 2022;

Marakova et al., 2020; Wojcik, Lukasiewicz e¢ Boneca, 2021) destacam a necessidade de

8



regulamentagdo rigorosa e monitoramento continuo dos niveis desses compostos nos alimentos
para mitigar riscos a saude e garantir a seguranca alimentar. Cabe mencionar que uma
compreensdo detalhada dos mecanismos enzimaticos e genéticos envolvidos na metabolizacdo das
BAs pode orientar o desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o controle e prevengdo da

toxicidade alimentar.

Os sintomas clinicos decorrentes do consumo de alimentos contendo BAs variam conforme
a quantidade e diversidade ingerida, a susceptibilidade individual e a capacidade de desintoxicacao
do intestino (Omer et al., 2021). A ingestdo de alimentos com altas concentragdes dessas aminas
pode induzir a secre¢do de acido gastrico, aumentar o débito cardiaco e favorecer a entrada das
aminas na circulagdo sistémica (Shalaby, 1996). Este processo pode estimular a liberagdao de
adrenalina e noradrenalina, resultando em sintomas como enxaqueca, taquicardia, hiperglicemia e

elevacdo da pressao arterial (Cardozo ef al., 2013; Shalaby, 1996; Omer et al., 2021).

A maior parte das intoxicagdes por alimentos em humanos estdo relacionadas a ingestao
de histamina, resultante do consumo de peixe deteriorado (Bulula, Mugoyela e Kaale, 2017). As
espécies de peixe associadas ao envenenamento sao membros da familia Scombridae, estes que
possuem altos niveis de histidina (Naila et al., 2010; Comas-Basté et al., 2020). Os principais
sintomas da contaminagdo por histamina sdo nauseas, vomitos, diarreia, cdibras abdominais,
erupcdo cutanea, inflamagdo localizada, dor de cabeca, palpitagdo e severo desconforto

respiratorio (Cardozo et al., 2013; Shulpekova et al., 2021).

A tiramina ¢ reconhecida por sua capacidade de induzir vasoconstri¢do, aumentar a taxa
respiratoria e os niveis de glicose no sangue, elevar o pulso cardiaco e a pressao arterial, além de
estimular a liberacao de noradrenalina no sistema nervoso simpatico, resultando em lacrimagao,
salivacdo excessiva e risco de derrames. A feniletilamina também promove a liberacdo de
noradrenalina no sistema nervoso simpético, causando aumento da pressao arterial, vasoconstri¢ao
e derrames. A triptamina, por sua vez, esta associada ao aumento da pressdo arterial e
vasoconstricdo. Aminas como putrescina, cadaverina e lisina podem diminuir a pressao arterial e
a frequéncia cardiaca, além de causar tetania, paralisia nas extremidades e potencializar a

toxicidade de outras aminas (Shalaby, 1996; Daddkova et al., 2009; Comas-Bast¢ et al., 2020).



1.2.6. Importancia do Estudo de Aminas Biogénicas em Alimentos

As BAs tém ganhado crescente atengdo no campo da ciéncia dos alimentos devido a sua
presenca em diversos produtos alimenticios e ao impacto que podem ter na saide humana (Elias,
Fraqueza e Laranjo, 2018). Em particular, algumas BAs, como a histamina, a tiramina e a
putrescina, sdo conhecidas por seus efeitos fisioldgicos significativos, que podem variar de
beneficios a saude a potenciais riscos toxicos dependendo de sua concentracao e do estado de

satide do consumidor (Onal, 2007).

Portanto, a investiga¢do aprofundada sobre a formagao, detec¢do e controle das BAs nos
alimentos ¢ essencial ndo apenas para garantir a seguranca alimentar, mas também para otimizar a
qualidade sensorial dos produtos (Omer et al., 2021). A pesquisa continua nesse campo permite o
desenvolvimento de estratégias eficazes para minimizar a formagdo desses compostos em
alimentos processados e melhorar as técnicas de monitoramento, contribuindo para a protecao dos
consumidores e a melhoria da qualidade dos alimentos disponiveis no mercado (Santos, 1996;

Onal, 2007; Jakabova et al., 2024)

A Figura 2 ilustra o crescimento significativo no niimero de trabalhos cientificos sobre BAs
em alimentos, publicados na base de dados Web of Science nos tltimos 13 anos. Esse aumento
constante no numero de publicagdes evidencia a crescente relevancia e interesse académico no
tema. A pesquisa sobre BAs ¢ crucial, pois esses compostos podem impactar a saide humana,
sendo associadas a diversos efeitos adversos quando presentes em altas concentragdes nos

alimentos.

Além disso, o aumento das publicagdes reflete um esforgo continuo dos cientistas em
compreender melhor os mecanismos de formacao, deteccao e controle das BAs, contribuindo para
a seguranga alimentar e a satide publica. Este panorama de pesquisas também aponta para um
futuro promissor na 4rea, com a possibilidade de desenvolvimento de novas tecnologias e métodos
para monitoramento e redu¢do de BAs em produtos alimenticios (REIS, 2014; Dadakova,
Pelikanova e Kala¢, 2009; Dos Reis, Custddio e Gloria, 2015; Jabtonska-Rys et al., 2020; Jakabova
etal.,2024)
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Figura 2 - Numero de artigos publicados nos ultimos 13 anos, sobre aminas biogénicas em

alimentos.
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Fonte: elaborado pelo autor; acervo da base de dados Web of Science utilizando “biogenic and

amines or capillary and electrophoresis or mushrooms and foods”, como palavras chave.

Para ilustrar a complexidade e as interconexdes das pesquisas na area, foi utilizado o
software VOSviewer (van Ech e Waltman 2020) para criar um mapa bibliométrico baseado em
dados bibliograficos da base de dados Web of Science, abrangendo um periodo de 13 anos, de 2013
a 2025, filtrados nas areas de quimica analitica, nutri¢do, farmacia, bioquimica e biotecnologia.
Este mapa visualiza as principais tendéncias e relagcdes entre as palavras-chave mais
frequentemente estudadas nas publicagdes cientificas, evidenciando os clusters tematicos e
destacando como diferentes topicos, como aminas biogénicas, eletroforese capilar e seguranca

alimentar, estdo interligados e sdo centrais na pesquisa atual (Figura 3).
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Figura 3 — Mapa bibliométrico de coocorréncia de palavras-chave da bibliografia utilizada.
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Legenda: Base de dados — web of Science; palavras-chave - “biogenic and amines or capillary and
electrophoresis or mushrooms and foods”; filtros — 2013 a 2025, area de pesquisa, quimica analitica,
ciéncia de alimentos, biotecnologia e microbiologia aplicada, bioquimica molecular; artigos retornados —
77, tipo de analise — coocorréncias; unidade de analise — palavras-chave do autor; ocorréncia — minimo de

5 ocorréncias. Fonte: elaborado pelo autor.

Este mapa oferece uma visdo abrangente dos esforgos cientificos em curso, enfatizando as
areas de maior foco e revelando possiveis diregcdes futuras para pesquisa e desenvolvimento

tecnologico na detecgdo e controle de aminas biogénicas.

1.2.7. Limites da Ingestao de Aminas Biogénicas em Alimentos

No Brasil ndo ha uma regulamentagao especifica que estabeleca limites maximos aceitaveis
para as BAs em alimentos e bebidas. No entanto, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) estabelece limites para a histamina em pescados, uma vez que essa amina ¢
frequentemente associada a intoxicag¢des alimentares graves, como o escombrotoxismo (Comas-

Basté et al., 2020). De acordo com a Resolucdo RDC N° 12, de 2 de janeiro de 2001, da ANVISA,
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o limite méximo permitido de histamina em peixes da familia Scombridae (como atum, cavala,
sardinha, entre outros) ¢ de 100 mg/Kg'. Este limite visa prevenir reacdes adversas em
consumidores sensiveis. Portanto, a necessidade de estudo e controle dessas substancias € evidente,
uma vez que o consumo em quantidades superiores a tolerancia do organismo pode resultar em

efeitos adversos.

Segundo a European Food Safety Authority (EFSA, 2011), a histamina e a tiramina sao as
aminas biogénicas com maior grau de toxicidade, sendo consideradas prioritarias para o estudo de
toxicidade. No entanto, diversos autores (Cardozo et al., 2013; Comas-Basté et al., 2020; Omer et
al., 2021; Comas-Basté et al., 2020; Jaguey et al., 2021; RYS et al., 2022; Jakabova et al., 2024)
destacam a importancia de investigar e avaliar os niveis de toxicidade de outras BAs. A Tabela 1
apresenta os limites sugeridos para diferentes alimentos, com base em dados da literatura,
ressaltando a necessidade de um entendimento abrangente e regulamentacdo adequada para

garantir a seguranca alimentar.
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Tabela 1 — Limites toleraveis de aminas biogénicas utilizadas.

AMINA LIMITES MAXIMOS ALIMENTO REFERENCIA
Histamina <100 mg kg! Vinho tinto, (Linares ef al., 2010; Papageorgiou ef al.,
25-50 mg/refeicdo em individuos cervejas 2018; ANVISA, 2001)
e Peixe e produtos (EFSA Panel on Biological Hazards
<2 mg/L de bebida alcodlica de peixe (BIOHAZ), 2011)
200 mg/kg (perigo) Produtos
fermentados
Tiramina < 100 mg/kg de alimento Produtos (Halasz et al., 1994); (Silla, 1996)
< 600 mg/refeigdo para individuos fermentados (EFSA Panel on Biological Hazards
saudaveis; Queijos maturados (BIOHAZ), 2011); (Chang e Miles, 2004;
<50 - < 6 mg/refeicao para individuos Queijos maturados RYS et al., 2022; Jakabové et al., 2024).
em tratamento com IMAO da 3* geragdo e produtos
e IMAO forma classica respectivamente; fermentados
Espermina 30 mg/kg Produtos carneos (Chang e Miles, 2004; Suzzi e Gardini,
fermentados 2003);
Putrescina <900 mg/kg Produtos carneos (Shalaby, 1996; Doeun, Davaatseren e
fermentados Chung, 2017)
Triptamina < 100 mg/kg Queijos
maturados
Espermidina 50 — 100 mg/kg Queijos, produtos  (Bulula, Mugoyela e Kaale, 2017;
e Coelho, 2012; Vasconcelos ef al., 2021)
Cadaverina <900 mg/kg Produtos carneos (Shalaby, 1996; Gomes et al., 2014)
Aminas 100 mg/100 g de alimento (EFSA Panel on Biological Hazards
totais 750-900 mg/kg de alimento - (BIOHAZ), 2011; Wojcik, Lukasiewicz e
Boneca, 2021)
Aminas 40 mg/refei¢ao - (EFSA Panel on Biological Hazards
biogénicas (BIOHAZ), 2011)

Fonte: elaborado pelo autor.

14



De maneira geral, os limites estabelecidos para as BAs em alimentos servem como
indicadores importantes, mas nao determinam diretamente os efeitos ou o nivel de intoxicacao que
podem causar no organismo. Esses efeitos variam conforme a capacidade antioxidante individual
de cada pessoa. Portanto, a resposta toxica as BAs depende significativamente das caracteristicas
metabolicas e da eficiéncia dos mecanismos de desintoxicacao de cada individuo (Comas-Basté et

al., 2020; Ruiz-Capillas e Herrero, 2019).
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1.3. COGUMELOS

Os cogumelos sdao fungos macroscopicos compostos por um corpo frutifero, micélio e hifas,
que se desenvolvem melhor em substratos imidos. Sdo alimentos conhecidos hd milénios por seu
elevado valor nutricional e pela sua poténcia medicinal, além de ser considerada uma especiaria
nobre em pratos culinarios. Atualmente sua utilizacao varia de acordo com a regido, podendo ser

utilizado como alimento ou para fins medicinais (ANPC, 2022)

O consumo de cogumelos remonta a civilizagdes antigas, datando de aproximadamente
600 a.C., e tem aumentado globalmente. De acordo com a (FAO, 2024), a China ¢ o maior produtor
mundial de cogumelos, com uma produ¢ao anual de aproximadamente 5.008.50 toneladas. A Italia
segue em segundo lugar com 761.858 toneladas por ano, enquanto os Estados Unidos ocupam a
terceira posi¢ao com 390.902 toneladas anuais. O Brasil, com uma producao anual de 12.000

toneladas, ndo figura entre os 10 maiores produtores mundiais (RODRIGUES e OKURA, 2022).

Este aumento no consumo pode ser atribuido aos beneficios nutricionais e medicinais dos
cogumelos, que incluem propriedades antioxidantes, reforco do sistema imunologico e baixo teor
de sodio e gordura (Kala¢, 2009). Estes fatores tém impulsionado a inclusdo de cogumelos nas
dietas didrias em varias partes do mundo, contribuindo para a expansao do mercado global de

cogumelos (Kalac, 2009; REIS, 2014; Jakabova et al., 2024).

As projecdes do mercado global dos cogumelos feitos de 2022 a 2032 (10 anos), indicaram
um crescimento notorio ao longo dos anos com USD 56 bilides em 2022 e USD 136 bilides em

2023, como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4 — Proje¢ao do mercado global do cogumelo em USD Bilides até 2032.
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Fonte: Statista, 2024.

Existem aproximadamente 2000 espécies de cogumelos comestiveis conhecidas, e cerca
de 25 delas sdo cultivadas para a comercializagdio (COUTINHO, L. N. 2001). Dentre estes,
destacam-se o champignon-de-paris (Agaricus bisporus), cogumelo ostra (Pleurotus ostreatus) e
Shiitake (Lentinula edodes) como os mais consumidos a nivel mundial com 77%, 22.1% e 0.2%

respectivamente (RODRIGUES e OKURA, 2022).

No Brasil a producao do cogumelo ainda ¢ reduzida em comparagdo com a China, Estados
Unidos, Italia, India entre outros, dessa forma, a demanda do pais é suprida por cogumelos
importados da China (ANPC, 2021). A Tabela 3 ilustra uma sintese dos dados sobre o consumo

de cogumelos no Brasil.
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Tabela 2 - Consumo de cogumelos por espécie no Brasil.

Espécie % de Consumo Referéncia
Champignon-de-paris 88,0 (RODRIGUES e OKURA, 2022)
(Agaricus bisporus), 72.9 (Silva et al., 2017)

Shiitake (Lentinula edodes) 9.0 (Duprat e Souza, 2003)

10.2 (Silva et al., 2017)
Shimeji (Pleurotus ostreatus) 22.1 (Mayett Y. et al., 2006)

21.0 (RODRIGUES e OKURA, 2022)
Cogumelo Piedade (Agaricus 3.0 (RODRIGUES e OKURA, 2022)
blazei) 6.7 (Silva et al., 2017)

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.3.1. Aminas Biogénicas em Cogumelos

Os cogumelos sdo alimentos ricos em proteinas, minerais, aminoacidos essenciais,
vitaminas e fibras, qualificando-os como alimentos funcionais. Estas caracteristicas nutricionais
fazem dos cogumelos um meio favoravel para o crescimento de microrganismos com atividade
descarboxilase, que podem produzir aminas biogénicas (Furlani e Godoy, 2007; RODRIGUES e
OKURA, 2022). Além disso, o valor funcional dos cogumelos ¢ amplamente reconhecido por suas
propriedades antioxidantes, imunomoduladoras e pela presenga de compostos bioativos que
contribuem para a prevencao de doengas cronicas, destacando-se como um componente valioso na

alimentac¢do saudavel e na promocao do bem-estar geral (Chang e Miles, 2004).

Estudos mostram que as aminas encontradas em cogumelos sdo a putrescina, cadaverina,
histamina, espemidina, espermina, tiramina e triptamina (Dos Reis et al., 2015; Coelho, 2012;
Dadakova et al., 2009; REIS, 2014). A Tabela 3 ilustra a relagdo das aminas encontradas nas

espécies de cogumelos mais consumidas.
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Tabela 3 - Relagdo de aminas biogénicas encontradas em cogumelos.

Espécie Aminas encontradas Referéncia
Tiramina (Kalac¢, 2009; Dadakova et al., 2009;
LB IR G LR Triptamina Jakabova et al., 2024).
(Agaricus bisporus), Putrescina
Histamina
Espermidina
Espermina
Tiramina (Furlani & Godoy, 2007; Kalac, 2009;
Cogumelo ostra (Pleurotus Espermina Dadakova et al., 2009; REIS, 2014;
ostreatus) Triptamina EFSA Panel on Biological Hazards
Cadaverina (BIOHAZ), 2011)
Tiramina (Dadéakova et al., 2009; REIS, 2014)
Shiitake (Lentinula edodes) . g
Espermidina
Cadaverina
Tiramina
o e (REIS, 2014; Coelho, 2012;
Feniletilamina
Shimeji (Pleurotus ostreatus) Triptamina Dadakova et al., 2009; Kala¢, 2009;
. Jakabova et al., 2024)
Putrescina
Cadaverina
Histamina
Espermidina
: . (REIS, 2014; Kalac, 2009; Dadakova
. . Triptamina
Cogumelo Piedade (Agaricus
. : et al., 2009)
blazei) Putrescina
Cadaverina

Fonte: elaborado pelo autor.

1.3.1.1.Importancia do Estudo de Aminas Biogénicas em Cogumelos

Os cogumelos estdao cada vez mais presentes nas refei¢des de familias ao redor do mundo,
impulsionados pela crescente tendéncia do vegetarianismo, que tem se consolidado globalmente

nos ultimos anos. Esse movimento ¢ motivado por fatores como a preocupacdo com a saude,
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sustentabilidade ambiental e ética animal (Mendonga da Costa Birchal, Cunha Moura ¢
Vasconcelos, 2025). Paises da Europa Ocidental, como Alemanha e Reino Unido, apresentam
taxas de vegetarianismo que variam entre 10% e 14% da populagdo, enquanto na india, onde a
pratica tem raizes culturais e religiosas, estima-se que cerca de 30% da populagdo adote essa dieta

(Chard et al., 2024).

No Brasil, o crescimento do vegetarianismo tem sido notavel nas tltimas décadas. Dados
de 2021 do Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica (IBOPE) indicam que cerca de
14% da populagdo brasileira se declara vegetariana, o que representa aproximadamente 30 milhdes
de pessoas. Esse aumento reflete ndo apenas uma maior conscientizacdo sobre os impactos
ambientais da produgdo de carne, mas também uma mudanga nos padroes de consumo, com a

ampliacao da oferta de produtos a base de vegetais no mercado nacional.

Um dos principais desafios enfrentados por vegetarianos e veganos ¢ a obteng¢ao adequada
de proteinas, uma vez que a carne € tradicionalmente vista como a principal fonte desse nutriente
(Leitdo et al., 2024). Nesse contexto, os cogumelos tém ganhado destaque como uma alternativa
viavel e nutritiva. Embora os cogumelos ndo sejam considerados uma fonte de proteina completa,
pois ndo contém todos os aminoacidos essenciais em propor¢des ideais, eles oferecem proteinas
de alta qualidade, além de serem ricos em fibras, vitaminas do complexo B e compostos bioativos

com propriedades antioxidantes e imunomoduladoras (Chang e Miles, 2004).

A seguranca e a qualidade dos alimentos sdo fundamentais para sua comercializacdo e
consumo, dado que intoxicacdes, doencas e até mortes causadas pelo consumo de alimentos
contaminados tém sido relatadas globalmente. Isso faz com que as pessoas se tornem mais
vigilantes em relacdo a eventos que possam ter consequéncias locais e internacionais (Dos Reis et

al., 2015; Jabtonska-Rys et al., 2020; Jakabova et al., 2024).

Essa crescente preocupagdo, aliada ao crescimento da producdo dos cogumelos, tem
incentivado um aumento no interesse académico pelo estudo dos cogumelos, levando a um

crescimento significativo na produgao de trabalhos cientificos sobre o tema (Figura 5).
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Figura 5 - Representacao grafica do numero de producdes dos ultimos 13 anos sobre cogumelos e

aminas biogénicas.

13

Artigos Publicados

LN

o 1 9 Sk
'1\_\\ '\\_\\ '1\\\ '\\_\\ '1\_\\ '\\_\\\ '1\_\\ '\\\-’ p\id '\\\ g 'w\_\-'j '1\_\-' p\id

Ano de Publicacdo

Fonte: elaborado pelo autor; acervo da base de dados Web of Science utilizando “biogenic amines and

mushrooms or bioactive compounds and mushrooms”, como palavras-chave.

Pesquisadores estdo focados em identificar e mitigar os riscos microbioldgicos associados
ao consumo de cogumelos, além de explorar suas propriedades nutricionais e beneficios a saude,
contribuindo assim para um consumo mais seguro ¢ informado desses alimentos funcionais

(Jabtonska-Rys et al., 2020).

Para ilustrar as interconexdes nas pesquisas sobre cogumelos, foi gerado um segundo mapa
bibliométrico utilizando dados textuais extraidos dos resumos e titulos da mesma bibliografia,
abrangendo o periodo de 2013 a 2025, com base na Web of Science (Figura 6). Esse mapa,
desenvolvido por meio do software VOSviewer (van Eck e Waltman, 2020), destaca a centralidade
do termo "mushroom", evidenciando a relevancia crescente dos estudos sobre cogumelos e suas
multiplas interconexdes com diferentes dreas do conhecimento. Dentre os termos analisados,
observa-se a incidéncia significativa da palavra "histamine", indicando que essa amina ¢ a de maior
recorréncia nos estudos avaliados. Essa informagdo sugere um interesse predominante na

histamina em pesquisas sobre cogumelos, possivelmente devido ao seu potencial impacto na
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seguranca alimentar ¢ na saide humana. Além disso, a relacao de "mushroom"” com termos como
"toxic compound" e "food toxin" reforgca a necessidade de investigacdes sobre a presenca € 0s
efeitos das aminas biogénicas nesses organismos, com implicacdes diretas para o consumo e

regulamentacdo de produtos fingicos comestiveis.

Figura 6 - Mapa bibliométrico de coocorréncia de palavras constantes no titulo e resumo da

bibliografia utilizada.

toxic compaiind toxin plant food mugm histamine alﬁ*be

[@Q VOSviewer

Legenda: Base de dados — web of Science; palavras-chave - “biogenic amines and mushrooms or bioactive
compounds and mushrooms”; filtros — 2013 a 2025, area de pesquisa, quimica analitica, ciéncia de
alimentos, biotecnologia e microbiologia aplicada, bioquimica molecular; artigos retornados — 77; tipo de
analise — coocorréncias; unidade de analise — dados do texto (titulo e resumo); ocorréncia — minimo de 10

ocorréncias. Fonte: elaborado pelo autor.

Um aspecto curioso observado na andlise bibliométrica ¢ a presenca da palavra-chave
"antennal lobe", que se refere a principal estrutura do cérebro de insetos responsavel pelo
processamento de informagdes sensoriais. Essa estrutura apresenta uma conexao com a histamina,
um neurotransmissor que, juntamente com a octopamina ¢ a dopamina, desempenha um papel
fundamental na neurotransmissdo no lobo antenal. Além disso, o grafico destaca o termo "food"
(alimento), que esta diretamente relacionado ao comportamento de forrageamento de insetos,
como as abelhas. A sensibilidade gustativa modulada por BAs permite que esses insetos detectem

e selecionem fontes alimentares de alta qualidade, como néctar rico em agucares. A relagdo entre
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insetos e cogumelos pode ser explicada pelo habito micetofago de algumas espécies, que se
alimentam de fungos, destacando a importancia ecoldgica e nutricional dos cogumelos na cadeia

alimentar.

Este mapa enfatiza os esforcos cientificos no estudo de compostos toxicos nos alimentos e

nos cogumelos em particular.

1.4. DETERMINACAO DE AMINAS BIOGENICAS E PREPARO DE AMOSTRAS PARA

QUANTIFICACAO EM COGUMELOS

A determinagdo de BAs e o preparo de amostras sdo procedimentos importantes em analises
quimicas, particularmente na industria de alimentos e em pesquisa biomédica. As BAs presentes
em alimentos podem ser separadas e determinadas por diversas técnicas analiticas. Dentre as mais
utilizadas, destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), cromatografia gasosa (Gas Chromatography, GC) e cromatografia em
camada delgada (Thin Layer Chromatography, TLC), conforme descrito por Dadakova, Kiizek e
Pelikanova (2009), Coelho (2012) e Reis (2014). Recentemente, a eletroforese capilar (CE) tem
ganhado relevancia como uma técnica alternativa para a separacao e determinagdo dessas aminas

em diferentes matrizes (Kuban e Kuban, 2023; Jakabova, Arvay, et al., 2024).

Ao comparar essas técnicas, a HPLC ¢ amplamente reconhecida por sua alta sensibilidade e
capacidade de analise de compostos em concentracdes muito baixas, sendo ideal para amostras
complexas (Dadédkové et al., 2009). A CG, por sua vez, apresenta excelente resolucdo para
compostos volateis e termicamente estaveis, mas exige uma etapa de derivatizacdo para aminas
ndo volateis, o que pode aumentar o tempo de preparo (Papageorgiou et al., 2018). Jaa TLC ¢ uma
técnica simples e econdmica, mas com menor precisdo e sensibilidade, geralmente usada para
analises qualitativas ou como método de triagem (Papageorgiou et al., 2018). A CE destaca-se
pela alta eficiéncia de separagdo, permitindo resolver compostos quimicamente semelhantes com
o uso de capilares estreitos e campos elétricos intensos (Li et al., 2024). Ela requer menor volume
de amostras e reagentes, sendo mais sustentavel e economica em comparagdo com técnicas como
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (Gupta, Kurmi e Patel, 2023; Li et al., 2024). Sua
flexibilidade permite ajustar parametros facilmente, otimizando a analise de diferentes BAs e
permitindo a detec¢do simultanea de multiplos analitos (Li et al., 2024). Além disso, a CE assim

como a HPLC, ¢ altamente automatizdvel e compativel com tecnologias avangadas, como a
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espectrometria de massa, o que aumenta a sensibilidade e a especificidade, tornando-a ideal para
laboratorios que buscam eficiéncia e precisao (Kuban e Kuban, 2023; Bohm, 2024). Apesar da CE
ser uma técnica difundida para a determinacdo de BAs, ndo foram encontrados registros de
trabalhos descritos na literatura utilizando a CE para a determinacdo de BAs em amostras de

cogumelos.

De uma forma geral, a preparacao das amostras de cogumelos utiliza uma extracao acida. Os
acidos mais utilizados sdo o tricloroacético (TCA) ou acido cloridrico (HCI) para processos de
clean up. O uso de TCA (5% ou 10 % v/v) ¢ um procedimento amplamente empregado devido a
sua eficacia na desnatura¢do de proteinas, facilitando a liberacdo e posterior quantificacdo das BAs
presentes nas amostras (Dadakova, Ktizek e Pelikanova, 2009; Coelho, 2012; REIS, 2014; RYS
et al., 2022). O uso de 1 mol L' de HCI para extragdo também tem sido relatado na literatura

para a extragdo de BAs em amostras de alimentos (Dos Reis, Custodio e Gléria, 2015).

Um dos desafios continuos na anélise de BAs em alimentos como os cogumelos por CE ¢ a
complexidade da matriz alimentar, que pode interferir na separacdo e deteccao das aminas (Li et
al., 2024). Para mitigar esse problema, diversos estudos tém explorado diferentes estratégias de
pré-tratamento da amostra e métodos de derivatizagao das BAs para aumentar a sensibilidade e

seletividade da técnica (Vasconcelos ef al., 2021; Gupta, Kurmi e Patel, 2023; Li et al., 2024).

Além disso, a combinacdo da CE com diferentes tipos de detec¢do, como deteccao de
fluorescéncia induzida por laser (LIF) e espectrometria de massas (MS), tem permitido avangos
significativos na sensibilidade e especificidade da analise de BAs (Bohm, 2024; Li et al., 2024).
Estudos descritos na literatura (Xiao et al., 2017) mostraram que, com a CE-LIF, foi possivel
alcancar limites de detec¢ao extremamente baixos, na ordem de picomolares, para aminas como a
histamina em conservas de peixe. J4 a combinagdo da CE-MS, discutida por (Bohm, 2024),
mostrou-se promissora para a analise de aminas em vinhos, permitindo nao apenas a quantifica¢ao

precisa, mas também a identificacdo estrutural das aminas presentes.

O desenvolvimento tecnoldgico na area também possibilitou que a CE fosse aplicada em
uma variedade de alimentos, desde produtos fermentados como queijos e embutidos até bebidas
alcodlicas e frutos do mar (Gupta, Kurmi e Patel, 2023; Kuban e Kuban, 2023; Li et al., 2024).

Pesquisas indicam que os limites de deteccdo para as aminas variam significativamente
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dependendo da técnica e do tipo de alimento analisado, mas, de forma geral, a CE tem demonstrado

ser uma ferramenta robusta para a analise de BAs em diferentes matrizes alimentares (Tabela 2).
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Tabela 4 - Métodos analiticos desenvolvidos para analise de aminas biogénicas em alimentos.

Amostra  Técnica Eletroélito Aminas Derivatizacao LOD Referéncia
Utilizada
Folha de CE-LIF 25 mmol/L de borato (pH PUT, HIS, 3-(2-Furoil)quinolina-2- 0,5 - 10 nmol/L! (Liu, Yang e Lu,
tabaco 9,35), 40 mmol/L SDC, 10% CAD, TIR, carboxaldeido 2003)
acetonitrila TRIP, 2-FENL,
ESP, ESPM
Molho de  CE-LIF 25 mmol/L de borato (pH HIS, TIR, CAD, Isotiocianato de N/I (Liu, Yang e Lu,
soja 9,35), 40 mmol/L SDC, 10%  PUT, TRIP fluoresceina isomero 1 2003)
Queijo acetonitrila (FITC)
Vinho
Cervejae CE- 0.5 M é4cido acético (pH 2.5) PUT, CAD, N/A 1-2pg/L! (Daniel et al.,
vinho MS/MS HIS, TIR, TRIP, 2015)
FENL, UROC
Cerveja CE-UV  Borato 10 mM + - PUT, CAD, N/A 0,36 - 3,67 pmol/L! (He et al., 2017)
ciclodextrina 10 mM, pH 4.5  HIS, TIR, TRIP
Cerveja, CZE -DC 15 mM istidina + 5 mM acido CAD, PUT, N/I 2 — 5 umol/L! (Kvasnicka e
Vinho, adipico + 1,5 mM acido AGM, HIS, TRI Voldrich, 2006)
Salame e sulfarico + 0,1 mM acido TIR
Queijo etilenodiaminotetracético + 0,
1% hidroxietilcelulose + 50%
metanol
Carne CE-IND 20,0 mM imidazol, 8,0 mM SPD, SPM, N/A 0,14 — 1,98 mg/L (Wang, Xu e
enlatada B-cd 0,5 mM é&cido PUT, HIS, Yang, 2022)
etilenodiaminotetraacético e CAD, TIR ¢ EA
6,0% MEOH, pH = 4.5
Arroz, CE - 20 mM Imidazol + 1 mM PUT, HIS, N/A N/I (De Yixuan et al.,
Licor, soja DAD EDTA+8 mM f-CD+5% CAD, SPD, 2023)
e tofu. MeOH, pH=4,5 SPM, TRI, TIR
Carne de MSPD - 20 mM Acido formico, 50%  HIS, PEA. TRI, N/A 0,03 - 0,19 mg/kg ™ (He, Nie e Dong,
porco e CE v/v MEOH, pH=4,0 TIR 2024)
Camarao
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Vinho CE—-LIF 25 mM solugao borato, pH = HIS, SPM, SPD, FTIC (1:10) 0,01 - 4,5 pg/mL ! (Feng et al.,
10,5 CAD, PUT, 2008)
PHE
Arroz, CE - 20 mM Imidazol + 1 mM PUT, HIS, N/A 1,0-6,1 pg /L ! (Fan et al., 2023)
Vinagree = MSPE EDTA + 8 mM B-Cd + 5% CAD, SPD,
Licor MEOH, pH=4,5 SPM, PHE, TIR,
TRI
Cervejae CZE-MS 500 mM Acido acético, CAD, PHE, N/A N/I (Daniel et al.,
Vinho pH=2,5 PUT, SPD, TRI, 2015)
TIR
Kefir, CE-C*D 500 mM Acido a-hidroxi- CAD, HIS, N/A N/I (Adimcilar,
Queijo e isobutirico, pH 2,05 PUT, SPD, TIR Oztekin e Bedia
logurte Erim, 2017)
Racdode  CE-LIF 50 mM Borato, pH=9,3 GIzZ FITC 0,03 - 2,11 ng/mL™! (Xiao et al., 2017)
peixe
Cerveja Microchip 20 mM Fosfato, pH=2,5 TRI, HIS, ETL, N/A 1-2,8ng/L! (Dossi et al.,
-CE ETN 2011)
Vinho CZE 20 mM Potéssio, pH=6 HIS, PHE, TIR N/A 1,1 -7 ng/L! (Ginterova et al.,
2012)
Cervejae  CE-ITP 5 mM Ba(OH), + 15 mM TRI, TIR, PUT, N/A N/ (Jastrzebska, A e
Vinho Condumet valina + 1% SPD, CAD, Sztyk, 2014)
rico hidroxietilcelulose, pH=8,5. HIS, PHE
Queijo e CZE-UV 120 mM Acido fosférico, CAD, HIS, DNS-CL 5-10 pug /L (Mantoanelli,
logurte pH=2,5 PUT, TRI, TIR Gongalves ¢
Pereira, 2020)
Uvas CE - MS 100 mM Acido formico CAD, DET, HIS N/I 3,1 —25ng /L™ (Wozniakiewicz
SPM, SPD, etal.,2018)
PHE, M, PUT
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Pepino CE -MS 2,5 mM acido acético, HIS, PUT, CAD N/I 0,2—1,5pg /L (Guo, Guo e
pH=3,5 SPM, SPD, TIR, Chen, 2019)
TRI, PHE, DOP,
NE

Legenda: MHPG: 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol; DHPG: diidroxifenilglicol; 5-HT: 5-hidroxitriptamina; C4D: detecg¢do condutométrica sem contato; CAD:
cadaverina; CAR: carnosina; CE: eletroforese capilar; CZE: eletroforese capilar em zona; FITC: isotiocianato de fluroesceina; GIZ: gizzerosina; DA: dopamina; E:
epinefrina; ETL etilamina: ETN: etanolamina; FITC: isotiocianato de fluroesceina; GIZ: gizzerosina; HIS: histamina; ITP: isotacoforese; LIF: fluorescéncia induzida
por laser; MECK: cromatografia eletrocinética micelar; MS/MS: espectrometria de massa em tandem; M: metanefrina; NM: normetanefrina; NE: norepinefrina;
NQS: 5 — HT: Serotina; 1,2-naftoquinona-4-sulfonato; EA: Etanolamina; OA: octopamina; PHE: feniletilamina; PUT: putrescina; SPD: espermidina; SPM:
espermina; TRIS: a,a,0-tris(hidroximetil)aminometano; TRI: triptamina; TIR: tiramina; VMA: acido vanililmandelico; HVA: 4cido homovanilico; UV: ultravioleta;

N/A: Nio aplicavel; N/I: Nao indicado.
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1.5. ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (CE) ¢ amplamente reconhecida como uma técnica eficaz para a
separacdo de diferentes classes de compostos e estd baseada no transporte de espécies
eletricamente carregadas em um meio liquido sob a influéncia de um campo elétrico (Gupta, Kurmi
e Patel, 2023). A separagdo ocorre no interior de capilares com dimensdes que podem variar de 25
a 100 um de diametro interno e de 50 a 100 cm de comprimento, preenchidos com uma solugao
tampao ou eletrdlito de corrida (Tavares, 1997; Weinberger, 2000). Uma das grandes vantagens
da CE ¢ sua compatibilidade com os principios da quimica verde (baixo consumo de amostras,
baixa geragao de residuos, reducdo de derivados, baixo risco de acidentes e vazamentos), tornando-
a uma técnica sustentavel. A CE ¢ capaz de separar uma ampla quantidade de analitos que podem
variar desde pequenos ions até macromoléculas o que demostra sua eficicia e versatilidade na
analise de diferentes analitos (Kostal, Katzenmeyer e Arriaga, 2008). Cabe mencionar que a CE
ndo s6 promove a eficiéncia analitica como também minimiza o impacto ambiental, alinhando-se

as praticas sustentaveis modernas.

Os fundamentos basicos CE envolvem a aplicagdo de uma diferenga de potencial entre dois
eletrodos em uma solugdo idnica, o que resulta no transporte de corrente elétrica conduzida pelos
ions presentes na solugdo. O transporte de corrente esta diretamente relacionado as caracteristicas
dos ions, como carga, massa e raio efetivo, onde ions menores com maiores cargas possuem
mobilidades elevadas, resultando em um maior transporte de corrente (Spudeit, Dolzan e Micke,
2012). Entretanto, a CE ndo ¢ uma técnica de separagdao simples, sua complexidade supera até
mesmo a HPLC. Enquanto a HPLC pode ser complexa devido as diversas tecnologias
instrumentais envolvidas, uma vez ajustado, o processo cromatografico tende a fluir sem
necessidade de modificagdes subsequentes. Em contraste, a CE exige a otimizacao de multiplos
parametros para alcangar uma separacao eficaz, tornando-se uma técnica mais desafiadora de

implementar e ajustar (Jager e Tavares, 2001).

A CE esta baseada na mobilidade ionica e na geragdo de um fluxo eletrosmotico (EOF).
Esse fluxo ¢ mantido pela interagdo do eletrolito de corrida com a diferenca de potencial nos
eletrodos, ao longo do capilar e com a superficie de carga interna do capilar. Essa corrente deve
possibilitar a migracdo adequada dos analitos até o detector em um tempo especifico. O sinal

resultante no detector ¢ representado como um eletroferograma, um grafico que mostra a relagao
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entre o tempo ¢ a intensidade dos componentes de uma mistura separada por eletroforese em um

meio de suporte, neste caso, o capilar de silica fundida (Beckers e Bocek, 2003; Tavares, 1997).

A representagdo simplificada do processo de CE ¢ apresentada na Figura 7, que ilustra a
migracdo dos analitos dentro de uma coluna capilar de silica fundida. As extremidades dessa
coluna sdo inseridas em dois reservatorios, denominados "vials", contendo um eletrolito adequado,
geralmente uma solugdo tampao. A coluna capilar ¢ preenchida com a solugdo tampao de um dos
reservatorios, € os eletrodos de platina estabelecem o contato elétrico entre o capilar e a fonte de
alta tensdo (Ali, Aboul-Enein e Gupta, 2006). Apds a introducao da amostra, aplica-se uma tensao
elétrica ao longo da coluna para efetuar a separacdo dos compostos de interesse. Proximo ao
reservatorio de saida, um sistema de deteccdo esta conectado a um computador equipado com
software especializado para a aquisicao e tratamento dos dados. O controle térmico ¢ mantido
acondicionando o capilar em um cartucho, por meio do qual circula ar ou liquido para manter a

temperatura constante (Tavares, 1997; Steiner. et al., 2009).

Figura 7 — Representacao do sistema de eletroforese capilar (CE).

Fonte de alta tensdo

Computador

Coluna Capilar

Detector

Amostra Reservatorio

Anodo Catodo

Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de (ALTRIA, 1996).
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1.5.1. Introducido da Amostra

A amostra pode ser introduzida no capilar por métodos electrocinéticos ou hidrodinamicos.
A injecdo eletrocinética envolve a criagdo de um gradiente de potencial ao longo do comprimento
do capilar por um periodo determinado. Por outro lado, a inje¢do hidrodindmica utiliza um
gradiente de pressdo, estabelecido por pressurizagdo, vacuo em um reservatorio, ou por gravidade,
elevando um reservatorio em relacdo ao outro, com a amostra sendo introduzida por sifonagem

(ALTRIA, 1996)

Durante a injecdo eletrocinética, a introdu¢do da amostra no capilar ¢ resultado da
combinagdo das velocidades eletroforética e eletrosmotico. A quantidade de matéria injetada
depende da mobilidade eletroforética do soluto, das condutividades da amostra e do meio condutor,
assim como da magnitude do fluxo eletrosmotico. No entanto, esse método pode resultar em
amostragem ndo representativa, especialmente quando a amostra contém solutos de baixa
mobilidade, proximos aos limites de deteccdo. Esse tipo de inje¢do ¢ comumente aplicado na

eletroforese capilar em gel (Tavares, 1997).

Na inje¢cdo hidrodindmica, introduz-se uma aliquota representativa da composi¢do do
soluto, no capilar. O tempo de inje¢do, viscosidade da solu¢dao tampao, diferenca de pressao
estabelecida e dimensdes do capilar, sao fatores determinantes do volume da injecao (nL) (Beckers
e Bocek, 2003). Por ser baseada estritamente na transferéncia de volume, a inje¢@o hidrodinamica

¢ mais precisa que a eletro cinética (Tavares, 1997).

A escolha da introdu¢do das amostras no capilar ¢ uma etapa muito importante pois
resultados interpretados inadequadamente podem surgir caso haja falhas nesse processo. A
reprodutibilidade dos resultados estd diretamente relacionada a precisdo da técnica de injecao

(Tavares, 1997).

1.5.2. Principios de Separacio: O Eletrélito de Fundo e o Fluxo Eletrosmoético

O fluxo eletrosmotico (EOF) é gerado ao aplicar alta tensdo a um capilar preenchido com
um eletrdlito, conhecido como eletrdlito de corrida na CE. Esse fluxo ocorre quando o eletrolito
de corrida, em pH superior a 3, interage com os grupos silandis (SiOH) na superficie interna do
capilar, perdendo um préton e tornando-se grupos silanoatos (SiO-) (Beckers e Bocek, 2003). A

carga negativa resultante na parede interna do capilar desenvolve uma camada dupla de cétions ao
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seu redor, produzidos pelo eletrolito de corrida (Figura 8). A camada interna de cations ¢
estaciondria, enquanto a camada externa, menos atraida pela carga negativa, pode mover-se ao
longo do capilar. Sob a influéncia do campo elétrico aplicado, os cétions livres movem-se em

dire¢do ao catodo, criando um fluxo de ions (Weinberger, 2000; Beckers e Bocek, 2003).

Figura 8 — Representacgdo do fluxo eletrosmotico no interior de um capilar de silica fundida.

W

Parede do capilar =—3 ¢ ] S Si St S Parede do capilar

. [ O S >
Anodo Cétodo
H>3
Camadaﬁxa—}eo @0 eo @0 eo 00(—13

Camada movel —3 o e e 9 9 9
EOF

>
Fonte: elaborado pelo autor, adaptado de (DE QUEIROZ e JARDIM, 2018).

O EOF ¢ controlado principalmente pelo pH do eletrolito, que afeta a ionizagao dos grupos
silan6is. Em valores de pH abaixo de 2, a maioria dos grupos silanois estd protonado, o que reduz
significativamente o EOF (ALTRIA, 1996). Para manter o EOF ¢ essencial usar solugdes tampao
como eletrolito de corrida. As solugdes tampao sao compostas por acidos ou bases fracas que
podem aceitar ou doar protons (H"), o que ajuda a manter o pH do meio estavel, mesmo com a
introducdo de um &cido ou base adicional. Alguns exemplos de tampdes comumente usados em
CE incluem fosfato, borato, citrato, acetato e Tris (trishidroximetilamino metano). Esses tampdes
desempenham um papel fundamental na garantia da estabilidade do pH e, portanto, do EOF

durante a eletroforese capilar (Weinberger, 2000; Kostal, Katzenmeyer e Arriaga, 2008).

1.5.2.1.Fatores que Afetam a Separacao em Eletroforese Capilar

Mudangas no EOF afetam de forma significativa as separagdes em CE. O efeito Joule ¢ um
fator significativo que influencia o EOF na eletroforese capilar. O efeito Joule ocorre quando
correntes elétricas atravessam um meio condutor, gerando calor. Esse calor provoca gradientes de
temperatura que podem afetar as propriedades do fluido e alterar o transporte de massa. Além
disso, tanto a mobilidade eletroforética quanto o EOF sdo influenciados pela viscosidade do

eletrolito de fundo, que varia com a temperatura. A medida que a temperatura aumenta, a
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viscosidade diminui, tornando essencial manter uma temperatura uniforme dentro do capilar para
mitigar o efeito Joule. Esse controle preciso da temperatura € crucial para garantir a estabilidade

do EOF durante a eletroforese capilar (XUAN e LI, 2005).

Outros fatores importantes a serem considerados incluem intervalo de pH desejado, a
estabilidade térmica e a transparéncia do solvente no comprimento de onda de trabalho (Solvent
UV cut off). Em relacdo a transparéncia, € essencial observar que a absor¢ao de radiacao UV pelo
tampao fosfato comega a se intensificar em concentragdes superiores a 50 mmol L', especialmente
quando o comprimento de onda utilizado ¢ de 205 nm. Isso implica que a concentra¢do de tampao
utilizada ndo deve exceder esse limite, caso contrario, afetaria a deteccdo em CE (Kostal,
Katzenmeyer e Arriaga, 2008). No que diz respeito a temperatura, o Tris € sensivel ao aumento da
temperatura. A variacdo de temperatura pode causar variagdes no pH da solugdo de Tris, o que,
por sua vez, pode afetar a seletividade de uma separagdo. Portanto, ao escolher um tampao, ¢é
importante considerar sua estabilidade térmica para evitar variagdes indesejadas no pH durante a

analise, o que poderia comprometer os resultados das analises (XUAN e LI, 2005).

Independentemente dos ajustes de pH, concentragdo do eletrolito de corrida e espécies
i0nicas, a ordem de migracao das substancias durante a eletroforese capilar, em modo normal
(injecdo no anodo), serd sempre a mesma, direcionando-se ao catodo: primeiro os cations
primarios, seguidos pelas espécies neutras e, finalmente, os anions (ALTRIA, 1996). Para alterar
essa ordem de migracdo, podem ser utilizados tensoativos catidnicos como modificadores do EOF
ou pode-se recobrir o capilar, permitindo que os anions sejam os primeiros a migrar (ALTRIA,
1996). Além disso, em equipamentos modernos, ¢ possivel inverter a polaridade do potencial
aplicado, o que também permite a inversdo da ordem de migracdo das substancias. Essa
funcionalidade ¢ particularmente 1til em aplicagdes que requerem controle especifico da ordem de

migracao das espécies durante a CE (ZHANG et al., 1997; FrantiSek e Michal, 2006).

Um aspecto critico ¢ o controle da quantidade de solugdo nos frascos de entrada e saida,
bem como nos frascos de amostra. E essencial evitar o enchimento excessivo desses frascos, pois,
quando pressurizados, o excesso de liquido pode causar vazamentos, resultando em um potencial
problema de fuga de corrente. Portanto, ¢ necessario garantir que esses frascos sejam preenchidos
de maneira adequada durante o processo de eletroforese capilar para evitar tais complicagdes

(ZHANG et al., 1997; XUAN e L1, 2005).
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1.5.2.2. Tensdo e Corrente Maxima

A velocidade eletrosmoética e a velocidade eletroforética em CE sdo diretamente
proporcionais ao potencial elétrico aplicado, o que permite que tensdes mais altas resultem em
tempos de separacdo mais curtos (XUAN e LI, 2005). Contudo, o limite maximo de tensdo
suportado pelas tecnologias atuais ¢ de 30 kV, devido ao efeito Joule, que pode causar aquecimento
desigual no interior do capilar, e a resisténcia do eletrolito de corrida ao fluxo de corrente. Esses
fatores podem levar a perda de resolugdo e, em casos extremos, a quebra do capilar. Portanto, ¢
recomendavel ndo operar no limite maximo de tensdo e, em vez disso, determinar a tensdo mais
adequada para o sistema de CE, garantindo uma separacao eficaz e precisa (Spudeit, Dolzan e

Micke, 2012).

O monitoramento da corrente elétrica juntamente com o sinal do detector ¢ de extrema
importancia na CE, pois a corrente deve ser mantida constante ao longo de todo o procedimento.
Quedas ou oscilagdes da corrente podem ocorrer devido a diversos fatores, como a presenca de ar
nos frascos de amostra ou no eletrolito de corrida, niveis elevados de umidade, vazamentos de
eletrolito de corrida no equipamento, alta condutividade na superficie do capilar ou mesmo um
capilar quebrado. Uma queda de corrente causado por um capilar quebrado pode, em geral, resultar
em uma descarga elétrica audivel, levando a paralisacdo total do equipamento até que o capilar
seja substituido. Portanto, ¢ fundamental monitorar a corrente durante todo o processo de
eletroforese capilar para identificar e corrigir prontamente quaisquer problemas de corrente que

possam comprometer a qualidade da analise (ZHANG et al., 1997).

1.5.3. Métodos de Deteccao Empregados em Eletroforese Capilar

Os métodos de deteccdo empregados em CE sdo frequentemente adaptados, com pequenas
modifica¢des, da técnica de HPLC. A escolha do método de detec¢do apropriado envolve diversos
critérios, como sensibilidade, seletividade, ruido e intervalo linear de concentracdo. Além disso,
os detectores devem responder de forma independente ao tipo de solugdo utilizada, sem contribuir

para o alargamento das bandas (Tavares, 1997).

Os detectores utilizados na CE e na HPLC sao classificados em dois tipos principais:
universais e especificos. Os detectores universais medem a diferenca entre uma propriedade do
soluto e a da solu¢do, enquanto os detectores especificos medem uma propriedade particular do

soluto. Na classe dos detectores universais, encontram-se os detectores de indice de refracdo e de

34



condutividade, além de outros que empregam métodos indiretos. Ja os detectores especificos
incluem aqueles baseados na absor¢do na regido UV/VIS, fluorescéncia, espalhamento Raman,
espectrometria de massa, amperometria e radiometria (Tavares, 1997; ZHANG et al., 1997). A
escolha adequada do detector ¢ essencial para garantir a qualidade e a confiabilidade dos resultados
analiticos, possibilitando avangos significativos na pesquisa e na aplicagdo pratica dessas técnicas.
Os detectores especificos sao considerados mais vantajosos em relagdo aos universais, pois estes
permitem que em casos em que a matriz da amostra ¢ complexa, e desejando se minimizar
interferéncias do background, apresentem melhores resultados favorecidos pelo seu alto nivel de
sensibilidade, e fornecem intervalos mais amplos de resposta linear, além de apresentarem melhor
relagdo sinal/ruido (Weinberger, 2000). A Tabela 5 apresenta os detectores disponiveis para o

sistema de CE.

Tabela 5 - Tipos de detetores e seus limites de detecgdo (LOD) instrumentais utilizados em

eletroforese capilar (CE).

Técnica de deteccao

Limite de deteccido (LOD)

UV/VIS — direto
UV/VIS — indireto

105210
10%a107

Absorbancia direta

Absorbancia indireta

107° a 1078 (comprimento de caminho
padrao)

107% (comprimento de caminho estendido)
10°al10®

Refracao fototérmica

107a107®

LIF (Fluorescéncia induzida por laser) direta na
coluna
LIF pds-coluna

<10713
107 a 10" (nativa)
107'¢ a 107'® (molécula unica)

LIF indireta 10°a 107
Potenciométrico 10¢a 108
Condutividade 107a 108
Amperométrico 107a10®
[ndice de refracdo 10—
Raman 106
Radiofrequéncia (RMN) 103
Radioisotopo 1071°

Vibragao capilar induzida por laser

1078 (derivagdo quimica)
10~° (nativa)
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Fonte: elaborado pelo autor, modificado de (Tavares, 1997; Swinney & Bornhop, 2000; Onal, 2007;
Adimcilar et al., 2017).

1.5.3.1.Detec¢do Direta

Um dos principais desafios associados a CE, ¢ a sensibilidade de detecgdo, especialmente
para analitos que ndo apresentam absor¢ao significativa no ultravioleta (UV) ou fluorescéncia
intrinseca como a maioria das BAs. Para contornar essa limitacdo, a detec¢do direta com
derivatizacdo fluorescente tem sido amplamente empregada, combinando alta seletividade e

sensibilidade com a simplicidade operacional da deteccdo por fluorescéncia (ALTRIA, 1996).

Nesse contexto, a derivatizacdo consiste na modificacdo quimica dos analitos com
reagentes que introduzem grupos fluorescentes em sua estrutura, permitindo sua deteccao direta
por sistemas de fluorescéncia acoplados a CE. Os reagentes mais utilizados incluem ortoftaldeido
(OPA), fluoresceina isotiocianato (FITC), 9-fluorenilmetil cloroformiato (FMOC-CI), entre
outros, que reagem com grupos funcionais especificos como aminas, tidis e acidos carboxilicos

(Bohm, 2024).

A derivatizagdo pode ser realizada antes da separagdo (pré-coluna) ou, em sistemas mais
avangados, dentro do capilar (on-line). A abordagem pré-coluna ¢ mais comum devido a sua
simplicidade, permitindo o controle das condi¢des de reacao antes da injecao da amostra (Gupta,
Kurmi e Patel, 2023). Por outro lado, a derivatizagdo on-line oferece vantagens como maior
reprodutibilidade e minimizagao de perdas por adsor¢do ou degradacdo, sendo especialmente util

em analises de alto rendimento e automagao (ALTRIA, 1996; Da Rosa et al., 2018)

A principal vantagem da detec¢do por fluorescéncia com derivatizacdo ¢ a alta
sensibilidade, frequentemente alcangando limites de detec¢ao na ordem de picomolar (pM) ou até
femtomolar (fM), valores inferiores aos obtidos por deteccdo UV (Ali, Aboul-Enein e Gupta,
2006). Além disso, a fluorescéncia proporciona maior seletividade, reduzindo interferéncias da
matriz ¢ aumentando a confiabilidade da andlise de amostras complexas, como fluidos biologicos,

extratos alimentares e aguas residuais (Mantoanelli, Gongalves e Pereira, 2020).

Entretanto, a aplicacdo da derivatizacdo fluorescente requer atengdo a alguns fatores
criticos, como o tempo de reacao, o pH do meio, a estabilidade dos derivados e a compatibilidade

do reagente com o eletrdlito de fundo utilizado na separagdo (Mantoanelli, Gongalves e Pereira,
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2020). A escolha do reagente derivatizante deve considerar também a especificidade pela

funcionalidade do analito e a intensidade da emissao fluorescente do derivado (Li et al., 2024).

A deteccdo direta com derivatizagdo fluorescente tem sido particularmente valiosa na
analise de aminodacidos, peptideos, drogas, micotoxinas, contaminantes emergentes € aminas
biogénicas, contribuindo significativamente para o avango da eletroforese capilar como técnica de
separacao de alto desempenho (Kostal, Katzenmeyer e Arriaga, 2008; Li et al., 2024). Sua
combinacdo com estratégias de pré-concentracdo e sistemas microfluidicos tem ampliado ainda
mais suas aplicacdes em analises de tragos e ambientes de diagnodstico rapido (DE QUEIROZ e

JARDIM, 2018).

1.5.3.2.Deteccgdo Indireta

Na detecgao indireta, o composto de interesse ndo ¢ diretamente responsavel pelo sinal no
detector, como o UV-Vis. O método se baseia no uso de um co-ion absorvente como componente
principal do eletrdlito de corrida. (Gupta, Kurmi e Patel, 2023). O co-ion apresenta forte absor¢ao
de UV ou emissdo de fluorescéncia. A medida que os analitos migram no capilar, seus picos sio
observados devido as mudangas na absor¢do de luz que ocorre em fun¢do do deslocamento de
carga do co-ion absorvente, criando "lacunas" no sinal medido, o que permite inferir a presenga e

concentracao dos analitos (Fan et al., 2023).

A escolha co-ion deve levar em consideracdo sua compatibilidade com o pH e a forga
i0nica do eletrolito de corrida, além de possuir um coeficiente de absorcao elevado para garantir
sensibilidade adequada (Weinberger, 2000). Além disso, o método se destaca pela facilidade de
ajustar o sinal detector por meio de modificagdes na composicao do eletrolito, proporcionando

flexibilidade para uma ampla variedade de BAs (Weinberger, 2000; Fan ef al., 2023).

Um dos pontos criticos no desenvolvimento de um método eficaz de detecgao indireta € a
escolha de um co-ion apropriado. Diversos compostos tém sido utilizados como co-ions em CE,
como tampodes com cromoforos, como o acido 2,6-piridindicarboxilico (PDC), acido ftalico e
imidazol, todos capazes de criar um sinal de referéncia estavel no espectro UV (Ali, Aboul-Enein

e Gupta, 2006; He et al., 2017; Jakabova et al., 2024; Kaczmarczyk et al., 2022)
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O co-ion ideal deve apresentar uma absor¢ao constante, evitando mudangas bruscas no
sinal de fundo que possam interferir na detec¢dao dos analitos. Além disso, a mobilidade
eletroforética do co-ion deve ser diferente da dos analitos para que o deslocamento e as lacunas

possam ser claramente identificados (Weinberger, 2000; Kaczmarczyk et al., 2022).

A principal vantagem da deteccdo indireta ¢ a capacidade de detectar compostos que ndo
apresentam atividade cromoéfora ou fluorescente intrinseca, como ¢ o caso de algumas BAs. Isso
amplia o espectro de analitos que podem ser detectados por CE. Além disso, métodos indiretos
permitem trabalhar com menores quantidades de amostra, o que ¢ benéfico em estudos de controle
de qualidade de alimentos, onde amostras limitadas podem estar disponiveis (Spudeit, Dolzan e

Micke, 2012; Gubartallah et al., 2018).

Entretanto, a detec¢dao indireta apresenta limitacoes que devem ser cuidadosamente
gerenciadas. Uma delas ¢ a necessidade de selecionar um eletrélito de corrida que ndo interfira na
separacao dos analitos, algo que pode se mostrar desafiador em sistemas mais complexos (He et
al., 2017). Outro ponto importante ¢ que a sensibilidade do método indireto ¢ diretamente
influenciada pela concentragdo e absor¢do do co-ion, o que exige otimizagdes frequentes para

manter a qualidade do sinal (Gupta, Kurmi e Patel, 2023).

Nos ultimos anos, avancos na otimizagao dos parametros da CE tém permitido aumentar a
sensibilidade e a precisdo da detec¢do indireta. Por exemplo, a introdu¢ao de modificadores no
eletrolito de corrida, como tensoativos e ciclodextrinas, tem sido explorada para melhorar a
seletividade do método (Kaczmarczyk et al., 2022; Gupta, Kurmi e Patel, 2023). Esses avangos
abrem novas possibilidades para a aplicagdo da CE na analise de compostos nao cromoéforos,

aumentando seu uso em ambientes regulatorios e industriais.

1.6. VALIDACAO DE METODO

A validacao de métodos analiticos € uma etapa crucial na analise de compostos em amostras
alimentares, garantindo exatiddo e reprodutibilidade dos resultados obtidos (ICH, 2005). De forma
geral, a validade de um método envolve diferentes parametros como seletividade, linearidade,

precisao, exatidao, limite de detecgao e limite de quantificacao (Shrivastava e Gupta, 2011).
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1.6.1. Seletividade/Especificidade

A seletividade ou especificidade de um método refere-se a sua capacidade de diferenciar o
analito de outros componentes presentes na matriz alimentar (ICH, 2005). No caso da CE, este
parametro ¢ especialmente relevante, visto que amostras de alimentos frequentemente contém
varios compostos que podem interferir na analise, como aminodcidos e outros produtos de
manipulagdo de proteinas (Ali, Aboul-Enein e Gupta, 2006). A validacao da seletividade pode ser
feita comparando-se cromatogramas de amostras fortificadas com aminas biogénicas e amostras

sem a adicdo de analitos (ICH, 2005; Kostal, Katzenmeyer e Arriaga, 2008).

1.6.2. Precisao

A precisao de um método ¢ definida como a concordancia entre resultados sucessivos,
expressando a variabilidade do método em condic¢des idénticas (Tavares, 1997). A precisao pode
ser avaliada por meio de ensaios repetibilidade e precisdo intermediaria, onde os ensaios de
repetibilidade envolvem uma analise repetida de uma amostra em trés diferentes niveis de
concentracao (baixa, média e alta) ao longo de um tunico dia (n= 3), enquanto os ensaios de
precisdo intermedidria abrangem analises em trés diferentes niveis de concentragao (baixa, média
e alta) feitas em trés dias consecutivos (n=9) (Li et al., 2024). Resultados precisos sdo essenciais
para garantir que pequenas variagdes no procedimento experimental ndo afetem a quantificagdo

dos solutos de interesse (ICH, 2005).

1.6.3. Exatidao

A exatidao refere-se a proximidade entre o valor obtido experimentalmente e o valor
verdadeiro ou aceito como correto (ICH, 2005). A exatiddo de um método analitico pode ser
avaliada por meio de ensaios de recuperacdo que envolve a fortificacdo das amostras com
quantidades conhecidas analito de interesse (spike). As amostras sdo fortificadas com o analito de
interesse em pelo menos trés diferentes concentragdes: baixa, média e alta, da faixa de uso do
método. As amostras fortificadas sdo submetidas ao processo de extragdo e comparadas com
padrdes de mesmas concentracdes que ndo foram submetidas a extragdo. A recuperagdo ¢é

calculada com base na equagdo abaixo:
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Ar — A
Zar et w100 (1)

Recuperacdo % =
Agp

Onde:

Aar = area da amostra fortificada;

Agst = area da amostra sem fortificacao;
Asp = area da solugdo padrao.

Um método validado deve demonstrar boas taxas de recuperagdo que podem variar de 80 —

110% (Li et al., 2024).

1.6.4. Limite de Deteccao (LOD) e Limite de Quantifica¢ao (LOQ)

O LOD e o LOQ sao parametros fundamentais para definir a sensibilidade do método (ICH,
2005; Shrivastava e Gupta, 2011). O LOD refere-se a menor quantidade de analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada com precisdo, enquanto o LOQ ¢ a menor
quantidade que pode ser quantificada com exatiddo e precisdo aceitaveis (Tavares, 1997; ICH,
2005). Pode ser feita utilizando sinal/ruido 3 e sinal ruido de 10 respectivamente (ICH, 2005) ou

pela regressao linear da curva analitica de acordo com as equagdes abaixo:

33 x S,
Lop="—_"= 2)
b
10 x S,
LoQ = —= (3)
b
Onde:

Sy = Desvio-padrao residual da regressdo (ou erro padrao da resposta);

b = Inclinagao da curva de calibracao.
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1.6.5. Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de um método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo de analito dentro de um intervalo de trabalho especifico (Shrivastava
e Gupta, 2011; Gupta, Kurmi e Patel, 2023). Para avaliar a linearidade de um método, diferentes
solucdes padrao em diferentes concentragdes sao preparadas, constroi-se uma curva analitica, e a
linearidade ¢ geralmente expressa pelo coeficiente de correlacao (R), que quanto mais proximo do
valor 1 maior a probabilidade de que exista uma relacdo linear definida entre as variaveis x e y

(ICH, 2005; Kubail e Kuban, 2023).
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2.  OBJETIVOS

Considerando a presenca de aminas biogénicas em diferentes alimentos e sua toxicidade,
torna-se importante o desenvolvimento de métodos e técnicas eficientes na determinagdo de
aminas biogénicas neste tipo de matriz. Devido a inexisténcia de informagao sobre a utilizagdo da
técnica de eletroforese capilar para a determinagao de aminas biogénicas em cogumelos, o objetivo
geral deste trabalho ¢ desenvolver um método analitico para determinacdo e quantificacao de

aminas biogénicas em amostras de cogumelos utilizando a técnica de eletroforese.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Avaliar diferentes metodologias de extragdo para cogumelos;

+ Otimizar uma metodologia de CE para separa¢do de aminas biogénicas;

= Validar o método de CE estabelecido;

+ Aplicar o método desenvolvido para avaliagdo qualitativa e quantitativa em amostras de

cogumelos.
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3. METODOLOGIA

3.1. INSTRUMENTACAO

As analises experimentais, foram feitas em um equipamento de eletroforese capilar, modelo
G7100A da Agient Technologies, equipado com um detetor de arranjo de diodos (Diode Array
Detection — DAD), com comprimento de onda no intervalo de 190 — 600 nm (UV-Vis), com
sistema de controle de temperatura do tipo Peltier e respectivo programa de aquisicdo e

processamento de dados.

Foram usados capilares de silica fundida da Polymicro Tecnologies, USA, com 75 pm de
diametro interno e 58,5 cm de comprimento, com janela de detec¢ao de aproximadamente 0,3 cm,
aberta a 50 cm do detector pela remogao do revestimento de poliamida do capilar por meio de

aquecimento. As inje¢des foram feitas pelo modo hidrodinamico.

Para garantir a reprodutibilidade, a estabilidade do sistema e a precisdo dos resultados
analiticos, o condicionamento dos capilares foi realizado no inicio de cada dia experimental. O
procedimento envolveu a lavagem sequencial dos capilares com solugdo de hidroxido de sodio a
1,0 mol L™, seguida de enxague com agua ultrapura e, por fim, com o eletrdlito de corrida, sendo
cada etapa conduzida por 30 minutos. Essa estratégia permitiu a remog¢do de contaminantes e
residuos, a ativacdo da superficie interna do capilar, a estabilizagdo do ambiente quimico e a
minimizacao de interacdes nao especificas. Entre as analises, o condicionamento foi realizado com

eletrolito de corrida por um periodo de 5 minutos.

3.2. SOLVENTES, REAGENTES E SOLUCOES PADRAO
Os solventes, reagentes e solucdes padrao utilizados sdo de grau analitico, e a d4gua ultrapura
foi obtida pelo sistema Millipore Milli-Uni-Direct Q® 3UV (18,2 MQ cm-1). A descrigdo de todos

os solventes, reagentes e solugdes padrao utilizados estdo na Tabela 6.

Todas as aminas biogénicas reagentes e solu¢des foram manuseados e armazenados segundo

as indicacdes dos fabricantes até o momento da sua utilizagao.
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Tabela 6 — Solventes, reagentes e solugdes padrao utilizadas no experimento.

Aminas Biogénicas Massa molar Grau de pureza Fabricante
Cadaverina 175,10 ~98% Sigma-Aldrich
Espermina 202,34 >97% Sigma-Aldrich
Espermidina 145,25 >99% Sigma-Aldrich
Triptamina 196,68 99% Sigma-Aldrich
Histamina 184,07 >99% Sigma-Aldrich
Putrescina 161,07 >98% Chem-Cruz
Tiramina 173,64 98% Alfa-Aesar
Benzilamina 107,15 >99% Sigma-Aldrich
Trietilamina 101,19 >99,5% Sigma-Aldrich
1,7 Diaminoheptano 130,23 98% Sigma-Aldrich
Dopamina 189,64 > 98% Sigma-Aldrich
Reagentes

Cloreto de dansila (DNS) 289,75 >99% Sigma-Aldrich
Carbonato de sodio 105,99 >99,5% Sigma-Aldrich
Eter coroa 74,12 99% Sigma-Aldrich
Tetraborato de sodio 381,37 99% Dinamica
Dodecil sulfato de sodio 288,38 >99% Sigma-Aldrich
B - Ciclodextrina 1134,98 >99% Sigma-Aldrich
a — Ciclodextrina 972,84 >99% Sigma-Aldrich
Imidazol 68,08 >99% Sigma-Aldrich
EDTA 292,40 >99,5% Sigma-Aldrich
Acidos-bases e solventes

Acido tricloacético (TCA) 163,39 >99% Sigma-Aldrich
Acido fosforico 97,99 >85% Merck

Acido cloridrico 36,46 37% Merck

Acido adipico 174,20 99% Sigma-Aldrich
Hidroxido de sodio 40,00 97% Exodo Cientifica
Acetonotrila (ACN) 41,05 99,8% J. T Baker
Etanol 46,07 >99% Merck
Metanol 32,04 99,98% Merck

Fonte: elaborado pelo autor.
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3.3. PREPARACAO DE SOLUCOES

3.3.1. Solucdes Padrao das Aminas Biogénicas

As solugdes padrao de BAs e do padrao interno (PI) foram preparadas individualmente. As
solugdes estoque de cada amina, foram preparadas dissolvendo 0,0100 g de cada BA em 100,0 mL
4cido cloridrico (HCI) 0,1 mol L"! (solugdo aquosa) e foram armazenadas sob refrigeracio por até
I més. As solucdes padrao de trabalho foram preparadas diariamente diluindo-se a solugdo de

estoque com a solucdo aquosa de HC1 0,1 mol L.

3.3.2. Solucio de Cloreto de Dansila (DNS) a 10 000 ppm
A solucdo derivatizante foi preparada dissolvendo 100,0 mg de cloreto de dansila em

10,00 mL de acetonitrila.

3.3.3. Solucio de Acido Tricloroacético (TCA) a 10%
A solucao de 4cido tricloroacético a 10% m/v, foi preparada dissolvendo 50,00 g de acido

tricloroacético em 500,0 mL de 4gua ultrapura.

3.3.4. Solucao de Imidazol
A solucio de 100 mmol L' de imidazol foi preparada dissolvendo 0,3404 g de imidazol

em 50 mL de 4gua ultrapura.

3.3.5. Solucao de Eter Coroa
A solugdo de 200 mmol L' de éter coroa foi preparada dissolvendo 3,725 g de éter coroa

(Diciclohexil-18-coroa-6) em 50 mL de dgua ultrapura.

3.3.6. Solucdes de a-cd e B-cd
As solugdes de 5 mmol L de a-cd e B-cd foram preparadas dissolvendo 0,56749 g e

0,48642 g, respetivamente em 10 mL de dgua ultrapura.

3.3.7. Solucdo de EDTA
A solugio de 10 mmol L' de EDTA foi preparada dissolvendo 0,058448 g de EDTA em

20 mL de 4gua ultrapura.
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3.3.8. Soluciio de Acido Adipico
A solugio de 10 mmol L' de 4cido adipico foi preparada dissolvendo 0,014614 g de 4cido

adipico em 10 mL de dgua ultrapura.

3.4. OBTENCAO E PREPARACAO DE AMOSTRAS DE AGARICUS BISPORUS
As amostras de cogumelos frescos foram adquiridas em mercado local. Tendo sido
analisadas trés variedades diferentes, o Hiratake, Champignon de Paris e o Porto Belo (uma parte

da amostra foi conservada em congelamento e a outra em refrigeragao).

3.4.1. Extracao

Dois métodos de extragdo foram avaliados, de modo a identificar o melhor método para a
extragcdo de aminas em amostras de cogumelos: o primeiro método avaliado foi adaptado de (Dos
Reis, Custodio e Gloria, 2015) e (Adimcilar, Oztekin e Bedia Erim, 2017), que consistiu na
lavagem e enxague das amostras em papel toalha, em seguida pesou-se 3 g da amostra de
cogumelos previamente homogeneizada utilizando um mixer. Em seguida, foi adicionado 8 mL
de TCA a 10% ou 5% v/v a amostra homogeneizada. A amostra foi mantida por uma hora em
agitacdo (agitador magnético) e centrifugada a 3000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi filtrado
(Minisart® RC25 Syringe Filter 0,22 um). A amostra foi mantida na geladeira por uma hora para
a precipitacdo das proteinas, em seguida nas mesmas condigdes as anteriores, a solucao foi
centrifugada, e filtrada dentro de um baldo de 10 mL e o volume completado com o acido extrator.
O segundo método baseou-se no descrito por (Rong, Zhongqi e Xue, 2022) e (Mantoanelli,
Gongalves e Pereira, 2020), em que se utilizou como acido extrator o HCI nas concentragdes de 1
mol L' e 0,1 mol L. O tratamento da amostra e procedimentos para extragio foram os mesmos

descritos no primeiro método.

3.4.2. Processo de Derivatizacao

A derivatizagdo das BAs foi feita misturando 2 mL da solug@o padrao das aminas, 0,8 mL de
hidréxido de s6dio a 6 mol L' e 2 mL de cloreto de dansila. As misturas foram mantidas ao abrigo
da luz durante 5 min, e a fase organica foi injetada no equipamento (Mantoanelli, Gongalves e

Pereira, 2020).
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3.5. VALIDACAO
A validagdo foi feita obedecendo as regras do (ICH, 2005), observando os parametros da
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de detec¢do e limite de quantificagdo. A

validagdo foi feita conforme descrito na seccao 1.6.

3.6. FLUXOGRAMA
As etapas referentes ao pré-tratamento e a extracao das aminas biogé€nicas (BAs) estdo
sistematizadas no fluxograma apresentado na Figura 9. O desenvolvimento do método analitico,

bem como sua aplicacdo pratica, encontra-se esquematizados na Figura 10.
Figura 9 — Pré-tratamento e extragdo de BAs em amostras de cogumelos.
Pré-tratamento da amostra Pesagem — 3g da amostra Mistura — Them 0,1 M HCI Centrifugagio

’ i @V‘
~/

Precipitagio da Proteina-,
Detegdo de Abs por CE Diluigéo Final - 10 mL 4°C for | hour

Filtragem — 0,22 um filter

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 - Fluxograma da metodologia utilizada.

ol

* Desenvolvimento do Método |
v
| Detecgao Direta (DNS-BAs) ‘
| PBS +ACN V/ I 1 I PBS + MEOH X ‘
1 1 - 1 1
| PBS + ACN + éter coroa)(| ‘ PBS + ACN + -CD )(‘ ‘ PBS + ACN + a-CD X ‘ | PBS + ACN + EDTA \/|
T
‘ Tensio X | | Temperatura X ‘ | Capilar X ‘
‘ Detecedo Indireta (Imidazol) I:

|

‘ Imidazol, pH = 4,5 v |
I
| Imidazol + Eter coroa v/ ‘

| Imidazol + Eter coroa + p-CD X I l I Imidazol + Eter coroa + a-CD /'

‘ Tmidazol + Eter coroa + 0-CD + EDTA }<—I
|

| Tenlsﬁo v J Temp;:ratura v | Ca‘pilar v J
I

Imidazol + Eter coroa + Combinagdes (a-CD + EDTA) v/
Condicio otimizada:15 mmol L' imidazol, 30 mmol L' éter coroa, 7 mmol L' a-CD, e 3,5 mmol L' EDTA (pH = 4,5);
15KV, 29°C, 63,5 cm.

I
‘ Avaliagao de acidos extratores ‘

‘ TCA(5e10%) X | | HCl(leO,lmolL“)\/‘
‘ Efeito Matriz I: !

| MEOH X ‘ ‘ ETOH X ‘ | Acido adipico X | ‘ -pH=4,0 / |

| Escolha de Padrio Interno (PI) |

| Benzilamina ¢ | ‘ Trietilamina 3 | | 1,7 Diaminoheptano v/ ‘
‘ Validag¢do do Método I:
‘ Seletividade v/ ‘ | Linearidade Vv ‘ LODe LOQ v ‘ ‘ Exatidio v/
1 - J
Aplicacio do Método

Cogumelos (Hiratake, Champignon de Paris e Porto Belo).
I

‘ Teste de conservagio |

Congelamento v/ I : I Refrigeragio v/

Tratamento da amostra e extragiio com

0.1 mol L' HCI
|
| Determinagio de BAs ‘

Dia0ol  V | Dia03 v | Dia0s V'
=I Quantificaciio de BAs v/ {<

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OTIMIZACAO DAS CONDICOES ANALITICAS E INSTRUMENTAIS
4.1.1. Deteccao Direta

A deteccao das BAs tanto por UV assim como por fluorescéncia exige a sua derivatizagao.
O cloreto de dansila (DNS-CI), ¢ um dos agentes derivatizantes comumente utilizados para esse
fim, pois reage com aminas primarias e secunddrias formando adutos fluorescentes de facil

deteccao na regiao UV (BUCHANAN et al., 1982; PAPAGEORGIOU et al., 2018).

A reagdo de derivatizagdo das BAs com DNS-Cl, melhora a formacdao de derivados
estaveis, a seletividade e sensibilidade do método analitico (Vasconcelos ef al., 2021). A reagao
sO ¢ possivel apds a desprotonagdao das aminas, que acontece quando o pH do meio se encontra
basico (acima dos pKas das BAs), sendo assim recomenda-se o uso da solucdo de NaOH na
derivatizacao (Wang, Xu e Yang, 2022; De Yixuan et al., 2023). O procedimento de derivatizacao
com DNS realizado neste trabalho, foi baseado no método descrito por (Mantoanelli, Gongalves e
Pereira, 2020). Para a otimizagao do método diferentes parametros instrumentais e analiticos foram

avaliados como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7- Condigdes analiticas avaliadas para o desenvolvimento do método direto para separagao

de BAs por Eletroforese Capilar.

Variavel Figura
140 mmol L' de PBS + 5% ACN — pH=2,5
140 mmol L! de PBS + 7,5% ACN — pH=2,5 Figura 9

140 mmol L' de PBS + 10% ACN — pH=2,5

140 mmol L' de PBS + 2,5% MEOH — pH=2,5

140 mmol L' de PBS + 5% MEOH — pH=2,5 Figura 10
140 mmol L' de PBS + 7,5% MEOH — pH=2,5

140 mmol L' de PBS + 20 mmol L' de Eter Coroa +7,5% ACN — pH=2,5

140 mmol L' de PBS + 40 mmol L' de Eter Coroa +7,5% ACN —pH=2,5 Figura 11
140 mmol L' de PBS + 60 mmol L' de Eter Coroa +7,5% ACN — pH=2,5

140 mmol L! de PBS + 5 mmol L' de B-CD + 7,5% ACN — pH=2,5 Figura 12 A
140 mmol L! de PBS + 10 mmol L! de B-CD + 7,5% ACN — pH=2,5
140 mmol L' de PBS + 5 mmol L*! de a-CD + 7,5% ACN — pH=2,5 Figura 12 B

140 mmol L' de PBS + 10 mmol L' de a-CD + 7,5% ACN — pH=2,5
140 mmol L' de PBS + 0,5 mmol L' de EDTA + 7,5% ACN — pH=2,5 Figura 13
140 mmol L! de PBS + 1 mmol L' de EDTA + 7,5% ACN — pH=2,5

A concentracdo do eletrdlito de corrida inicialmente selecionada para esse trabalho foi
baseada no trabalho desenvolvido por (Mantoanelli, Gongalves e Pereira, 2020). Para aumentar a
solubilidade de compostos hidrofobicos, modificar a seletividade dos analitos e alterar o fator de
capacidade (razdo entre os analitos incorporados fora e dentro da micela), sio comumente
utilizados modificadores organicos (como etanol, metanol, acetonitrila, isopropanol) e aditivos

como ciclodextrinas (CD), dobecil-sulfato de sodio (SDS), Eter Coroa (Li et al., 2024).

Inicialmente foram investigadas trés diferentes concentragdes de acetonitrila (ACN) a ser
adicionada a solucdo tampao fosfato (PBS, 140 mmol/L): 5% v/v de ACN, 7,5% v/v e 10% v/v de
ACN. A condi¢ao que utilizou a concentracao de 5% ACN apresentou varios picos bem definidos
ao longo do tempo de migracdo, especialmente entre 10 e 16 min, porém nao apresentou uma

separacao efetiva das aminas avaliadas, tendo coeluido a espermina com a espermidina e tiramina
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com a triptamina (Figura 11 A). Ja a condi¢do de 7,5% ACN (Figura 11 B) mostra um perfil dos
picos mais separados entre si, com um tempo de separacao mais longo em comparagao com a
condi¢do de 5% ACN, com um pico significativo por volta de 13 minutos, ndo tendo também
separado efetivamente todas as aminas, pois apresentou coeluicdo das mesmas aminas da
concentracao 5% ACN. Por outro lado, a condi¢do de 10% ACN (Figura 11 C) exibiu um padrao
de picos diferente, apresentando menor sinal analitico, com um tempo de migragao relativamente
menor € com a separagdo entre os picos mais proximo, indicando uma tendéncia a coelui¢do. Nas
trés condi¢des avaliadas ndo foi efetivamente separado a espermina da espermidina e tiramina da
triptamina (Figura 11). Os resultados da ACN sugerem que concentragdes maiores deste composto
induzem a reducao do sinal analitico das BAs e coelui¢ao das BAs. Por outro lado, concentragdes
mais baixas, embora apresentem um sinal analitico e resolucdo satisfatorios, o ACN ainda ndo ¢

eficaz para a separagdo das 7 BAs de interesse.
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Figura 11 - Efeito da adi¢do do ACN no eletrolito de corrida para separacdo de BAs — DNS

utilizando o modo CZE.
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Legenda: A. 5% de ACN; B. 7,5% de ACN; C. 10% de ACN; Padrio de Aminas: 10 mg L"'. Eletrolito:
140 mmol L' PBS, 5%, 7,5% e 10% ACN, (pH = 2.5). Instrumentac¢do: 23°C; 5s x 30 mBar; 16 kV;

214 nm. Picos #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina;

6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Para avaliar qual seria o melhor solvente a ser selecionado o metanol foi testado em

comparagdo com a acetonitrila, diferentes concentracdes de metanol (MeOH) foram avaliadas,

conforme ilustrado na Figura 12. As condigoes testadas foram: 2,5% v/v, 5% v/v e 7,5% v/v de

MeOH.
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Figura 12 - Efeito da adi¢ao do metanol no eletrolito de corrida para separagdo de BAs — DNS

utilizando o modo CZE.
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Legenda: A. 2,5% de MEOH; B. 5% de MEOH; C. 7,5% de MEOH. Padrio de Aminas: 10 mg L.
Eletrolito: 140 mmol L' PBS, 7,5% ACN, (pH = 2,5). Instrumentag¢io: 23°C; 5s x 30 mBar; 16 kV; 214
nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina;

6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Ao avaliar o impacto da concentracdo de metanol (MeOH) no eletrolito de corrida,
observou-se que a condi¢do de 2,5% v/v de MeOH resultou em picos bem definidos ao longo do
tempo de migragdo, especialmente no intervalo entre 8§ ¢ 15 min. No entanto, apesar da alta
eficiéncia, a separagdo entre alguns deles foi insuficiente, com a coelui¢do da espermina com a
espermidina, assim como da tiramina com a triptamina. Aumentando a concentracio de MeOH

para 5% v/v, foi observado um sinal analitico de menor intensidade e um tempo de separagdo
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efetiva ligeiramente reduzido em comparacdo a condi¢do de 2,5% v/v. Porém, a separagdo entre
os picos das BAs e a eficiéncia da separacdo como um todo, ndo apresentaram diferencas
significativas, tendo também, se observado a persisténcia da coeluicdo entre espermina-

espermidina e tiramina-triptamina.

Com a concentracdo de 7,5% v/v de MeOH, a migragdo das BAs foi acelerada, o que pode
ser atribuido a maior concentragcdo de metanol, que altera as interagdes dos analitos com o eletrdlito
de corrida. Esse efeito, comum em condi¢des com solventes organicos, tende a reduzir a polaridade
do meio, aumentando a mobilidade eletroforética dos compostos (Gupta, Kurmi e Patel, 2023). No
entanto, assim como nas concentragdes mais baixas, a coelui¢do da espermina com a espermidina
e da tiramina com a triptamina persistiu. Além disso, o pico referente a tiramina e triptamina
apresentou-se mal definido, tanto em termos de intensidade do sinal analitico quanto de

estabilidade da linha de base.

Esses resultados demonstram que, embora o aumento da concentracdo de MeOH tenha
influéncia direta no tempo de migragao das aminas, ele ndo melhora substancialmente a resolugao
das aminas biogénicas coeluidas. Assim, apesar de ser uma variavel importante na otimizacao da
eletroforese capilar, a simples modificacdo da concentragdo de metanol no eletrélito de corrida nao

foi suficiente para resolver os problemas de coelui¢ao observados.

Com base nos resultados obtidos, a condi¢ao com 7,5% v/v de ACN apresentou a melhor
separa¢do das BAs em comparacdo com as demais condicdes testadas, tanto com ACN quanto com
MeOH. Embora essa condi¢do tenha gerado um tempo de separacdo ligeiramente maior, o que
pode ser visto como uma desvantagem em termos de analise, o sinal analitico foi mais intenso e a
separacao entre os picos mostrou-se mais eficiente, proporcionando uma resolugdo superior entre
os analitos. O equilibrio entre a maior eficiéncia dos picos e a melhora na resolucao sugere que a
utilizagdo de 7,5% v/v de ACN oferece um desempenho superior, mesmo com o leve aumento no

tempo de analise, justificando sua escolha para a continuidade dos experimentos.

Com o objetivo de otimizar a separagdo outros aditivos foram avaliados. A fun¢ao priméaria
do éter coroa ¢ atuar como agente complexante seletivo, formando complexos estdveis com certos

cations, como o sodio (Na*) ou o potassio (K*), que podem estar presentes no eletrolito de corrida.
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Esse complexo influencia diretamente o comportamento de migracdo dos analitos, afetando a

seletividade e a eficiéncia da separacao (Beckers e Bocek, 2003; Ali, Aboul-Enein e Gupta, 2006).

No contexto de separagao de BAs, o éter coroa pode alterar a mobilidade eletroforética ao
interagir com os cations presentes no meio eletrolitico (Gupta, Kurmi e Patel, 2023). Essa interacao
afeta a forca ionica do eletrélito, modificando a densidade de carga das aminas ou sua interacao
com a fase movel (Gupta, Kurmi e Patel, 2023; Marakova et al., 2020). Como resultado, o tempo
de migracao pode ser ajustado, e a separagao entre analitos pode ser aprimorada, especialmente
em casos em que hé coeluicdo, como observado entre espermina e espermidina, ou tiramina e
triptamina. Além disso, o éter coroa pode atuar indiretamente ao modificar o equilibrio entre os
analitos e o eletrélito de corrida, reduzindo interagdes nao especificas e aumentando a resolucao
entre analitos estruturalmente semelhantes (Beckers e Bocek, 2003; De Yixuan et al., 2023). Em
sistemas com diferenca de mobilidade dos analitos reduzida, como na separa¢do de aminas
biogénicas, o uso de éter coroa pode promover uma melhor diferenciacdo e uma separacdo mais
eficiente, ajustando a interacao entre os compostos € o meio eletrolitico (De Yixuan ef al., 2023).
Estudos descritos na literatura demonstram que o éter coroa pode ser eficaz na melhoria da
seletividade da separagdo de cations em solugdes complexas (Beckers e Bocek, 2003; Marakova
et al., 2020; Seyfinejad et al., 2022; De Yixuan et al., 2023), o que sugere um potencial
significativo para otimizagdo em analises de compostos polares e carregados, como as aminas

biogénicas.

Com o objetivo de avaliar o efeito da adicdo de éter coroa no sistema de separagdo a
concentracao de acetonitrila foi mantida em 7,5% v/v, e diferentes concentragdes de éter coroa
foram adicionados ao eletrolito. A Figura 13 apresenta os resultados obtidos. O eletrélito foi
composto por tampdo fosfato (PBS, 140 mmol/L™") com 7,5% de ACN contendo 20 mmol L™,

40 mmol L' e 60 mmol L' de éter coroa, respectivamente.
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Figura 13 - Efeito da adi¢do de Eter coroa no eletrélito de corrida para separagdo de BAs — DNS

utilizando o modo CZE.
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Legenda: A. 20 mmol L' de Eter Coroa; B. 40 mmol L' de Eter Coroa; C. 60 mmol L' de Eter Coroa;
Padrio de Aminas: 10 mg L. Eletrolito: 140 mmol L PBS, 7,5% ACN (pH = 2,5). Instrumentacio:
23°C; 5s x 30 mBar; 16 kV; 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina;

4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Como pode ser observado os resultados ndo demonstraram ganhos significativos com a
utilizacao do éter coroa. Na concentracdo de 20 mmol L™, apesar de ter proporcionado um tempo
de separacdo relativamente curto, o sinal analitico foi baixo e a resolucdo foi insatisfatoria. Nao
houve separagdo dos picos de espermina e espermidina, assim como de tiramina e triptamina, que

permaneceram coeluidos. Dado o ndo desempenho na separagdo dos analitos, essa condi¢do
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mostrou-se inviavel para a analise das aminas biogénicas. Na concentracao de 40 mmol L' de éter
coroa, observou-se um tempo de separagao ainda mais reduzido (12 min). Contudo, a resolucao
foi inferior, com picos muito préximos e menor intensidade do sinal analitico em comparagdo com

as condicdes utilizando apenas ACN.

Embora o tempo de migragao tenha diminuido, a eficiéncia de separacdo e a qualidade do
sinal analitico foram prejudicadas, tornando essa concentracdo igualmente inadequada para a
separacao efetiva das BAs. A condigdo com 60 mmol L™ de éter coroa também ndo apresentou
resultados satisfatorios. A coeluigdo dos picos de espermina-espermidina e tiramina-triptamina
persistiu, indicando que o aumento da concentracdo de éter coroa ndo favorece a resolucdo dos
analitos. O sistema de separagao continuou apresentando problemas de coelui¢ao e baixa qualidade
do sinal, o que limita a aplicagdo do éter coroa nessas condi¢cdes experimentais para esse tipo de

analise, assim esse aditivo foi descartado nos experimentos seguintes.

A utilizacao de ciclodextrinas (CD a e B) para separacdo de BAs baseia-se na capacidade
que estes tém de formar complexos de inclusdo, em que as CDs encapsulam parcialmente as
moléculas de BAs, alterando as suas propriedades de migracdo (Sebestyén, Buvari-Barcza e
Rohonczy, 2012). A principal diferenga entre a o ¢ f CD estd na sua cavidade, em que a a-CD
possui uma cavidade interna menor, com didmetro interno de aproximadamente 4,7 — 5,3 A, o que
a permite encapsular moléculas menores formando complexos e alterando a mobilidade das
moléculas menores ou mais hidrofobicas, enquanto que a -CD possui uma cavidade maior, com
um didmetro interno de 6 — 6,5 A, o que a permite encapsular moléculas maiores formando
complexos de inclusdao e desacelerando a mobilidade de BAs maiores ou mais hidrofobicas
(Matuskova et al., 2022). A Figura 14 representa os resultados obtidos com a adi¢do de CD a e

B ao eletrélito de corrida.
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Figura 14 - Efeito da adigdo de B-cd e a-cd no eletrélito de corrida para separagao de BAs— DNS

utilizando o modo CZE.

40 40
A B
30 # 30 4
6,7
- o 23
< 20 <€ 20 #
£ E 1
5
12 #
345 6.7
10 # 10 ! s #
R —
o T T T T T 1 o T T T T T T T T T 1
6 8 10 12 14 16 18 6 8 10 12 14 16 18
tempo, min tempo, min
T0 T0
C D
50
40
- o
< < 30
E £
20
10
0 0
-10 T T T 1 -10 T T T 1
6 8 10 12 14 6 8 10 12 14
tempo, min tempo, min

Legenda: A. 5 mmol L' de B-cd; B. 10 mmol L! de B-cd; C. 5 mmol L' de a-cd; D. 10 mmol L' de a-cd;
Padrio de Aminas: 10 mg L. Eletrolito: 140 mmol L' PBS, 7,5% ACN, (pH = 2,5). Instrumentacio:
23°C; 5s x 30 mBar; 16 kV; 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina;

4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

A adicdo de B-CD nas concentragdes de 5 mmol L' e 10 mmol L™ ndo proporcionou
resultados satisfatorios no sistema de separa¢do dos analitos de interesse. Na condigdo de
0,5 mmol L', foi observada a coelui¢do de putrescina, espermina e espermidina, o que

comprometeu a qualidade da separagdo. A coelui¢do entre tiramina e triptamina permaneceu
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inalterada em ambas as concentragdes avaliadas. Ainda assim, a adi¢ao de B-CD nao se mostrou

eficaz para resolver as coeluigdes criticas.

Por outro lado, a adi¢dao de a-CD ao eletrélito proporcionou resultados mais satisfatérios
no sistema de separagdo, especialmente na separacdo de espermina e espermidina, que se
mostraram resolvidas. No entanto, o sinal analitico da espermina foi reduzido, comprometendo a
deteccao deste analito. Apesar dessa melhoria pontual, a coeluicdo entre tiramina e triptamina
permaneceu, indicando que a a-CD ndo foi capaz de resolver completamente os problemas de
coeluicdo nesse sistema. Em termos de tempo de separagdo e resolugdo entre os picos, tanto a f3-
CD quanto a a-CD nao apresentaram resultados que justificassem a incorporagao ao eletrélito de
corrida. Embora a a-CD tenha mostrado um potencial ligeiramente superior na separagao de alguns
analitos, a qualidade do sinal analitico e a persisténcia da coelui¢do sugerem que o uso de
ciclodextrinas, nas concentragdes avaliadas, ndo ¢ suficiente para otimizar a separa¢ao das BAs.
Devido a esse desempenho insatisfatorio, a B-CD e a a-CD foram descartadas para continuidade

doa experimentos.

O EDTA desempenha um papel crucial na separacdo de BAs em CE, atuando
principalmente como quelante de ions metalicos (Lili et al., 2016). Sua capacidade de complexar
ions como célcio, magnésio e ferro previne interferéncias que poderiam comprometer a eficiéncia
eletroforética. Ao estabilizar o pH do eletrolito de corrida, o EDTA garante maior
reprodutibilidade e precisdo nos resultados (Steiner. et al, 2009). Além disso, ao reduzir a
adsorcdo das BAs nas paredes do capilar de silica fundida, o EDTA contribui para melhor
eficiéncia e definicdo dos picos no eletroferograma, melhorando a resolu¢ao e a qualidade da
separacgdo. As concentragdes de EDTA avaliados foram de 0,5 e 1 mmol L'!. A Figura 15 apresenta

os resultados obtidos.
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Figura 15 - Efeito da adi¢do de EDTA no eletrélito de corrida para separagao de BAs — DNS

utilizando o modo CZE.
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Legenda: A. 0,5 mmol L' de EDTA; B. Il mmol L'! de EDTA. Padrio de Aminas: 10 mg L. Eletrolito:
140 mmol L! PBS, 7,5% ACN, (pH = 2,5). Instrumentacio: 23°C; 5s x 30 mBar; 16 kV; 214 nm. Picos:
#. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e;

7. Triptamina.

A adi¢ao de 1 mmol L' de EDTA ao eletrolito proporcionou a separagao entre espermidina
e espermina. No entanto, a coelui¢do entre tiramina e triptamina persistiu, o0 que mostra que, apesar
dos avancos, o método ainda apresenta limitacdes na separacdo completa de todas as aminas

avaliadas.

Cabe mencionar que em relacdo ao sinal analitico, a adicdo de EDTA nao interferiu de
forma negativa, com excec¢ao do pico correspondente a espermina, que apresentou uma intensidade
de absorbancia reduzida. Embora a incorporagdo do EDTA ao eletrdlito de corrida tenha
claramente proporcionado avancos na separacdo das aminas, o método proposto ainda nao
apresentava a separacao de todas as aminas avaliadas de forma completa, e o desafio da coelui¢ao

entre tiramina e triptamina permaneceu.

4.1.1.1.0ptimizagao dos Parametros Instrumentais
Com o objetivo de otimizar o sistema de separagdo, foram avaliadas diferentes condigdes

instrumentais. Os primeiros parametros avaliados foram a tensdo aplicada e o comprimento do
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capilar. Os melhores resultados foram obtidos com uma tensdo de 16 kV, sendo possivel observar
uma melhor separagao entre os picos, com uma separac¢ao satisfatoria entre a maioria das aminas.
Entretanto, as aminas espermina e espermidina, bem como tiramina e triptamina, permaneceram
coeluidas (Figura 16). A voltagem de 16 kV foi, portanto, selecionada para os experimentos

subsequentes.

Figura 16 — Efeito da tensao no sistema de separagao.
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Legenda: A. 16 KV; B. 18 KV; Padrio de Aminas: 10 mg L. Eletrolito: 140 mmol L' PBS, 7,5% ACN,

1 mmol L' EDTA, (pH = 2,5). Instrumentacio: 23°C; 5s x 30 mBar; 214 nm; 53,5 cm de capilar. Picos:
#. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e;

7. Triptamina.

A Figura 17 apresenta o efeito do comprimento do capilar no sistema de separagao, foram
avaliados capilares de diferentes comprimentos (48,5 cm, 53,5 cm e 58,5 cm), sendo o capilar de
53,5 cm o que apresentou a melhor resolugdo. Nessa condi¢do, obteve-se uma melhor separacao

das BAs com um sinal analitico satisfatorio e com tempos de migragdo variando dos 6 aos 15 min.
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Figura 17 - Efeito do comprimento do capilar no sistema de separagao.
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Legenda: A. 48,5 cm; B. 53,5 cm; B. 58,5 cm; Padrio de Aminas: 10 mg L. Eletrélito: 140 mmol L!
PBS, 7,5% ACN, 1 mmol L' EDTA, (pH = 2,5). Instrumentag¢io: 23°C; 5s x 30 mBar; 214 nm; 53,5 cm
de capilar. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina;

5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Além desses parametros, foram testadas diferentes temperaturas da coluna (23 °C, 25 °Ce
28 °C). Observou-se, no entanto, uma queda de tensdo associada ao aumento da temperatura
(> 23°C), razao pela qual ndo foram apresentadas as Figuras. Esse comportamento pode ser
explicado pelo efeito da temperatura na condutividade do eletrélito de corrida. Em sistemas de CE,

o aumento da temperatura tende a aumentar a condutividade da solucdo eletrolitica, resultando em
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uma queda de tensdo aplicada, pois a corrente elétrica torna-se maior a temperaturas elevadas
(ALTRIA, 1996; Li et al., 2024). Esse fendmeno, conhecido como efeito joule, pode comprometer

a separacao eletroforética ao reduzir a eficiéncia de separacdo e aumentar a dispersdo dos picos.

Apesar da otimizagao das condi¢des instrumentais, com a escolha de 16 kV e um capilar
de 53,5 cm, a separagdo entre espermina-espermidina e tiramina-triptamina permaneceu
insatisfatoria, com esses analitos apresentando coelui¢do. Assim, foi desenvolvido um método de
deteccao indireta como uma alternativa para superar as limitagdes impostas pela coelui¢ao entre

as aminas, buscando melhorar a sensibilidade e a precisao dos resultados.
4.1.2. Detecio Indireta

A detecgdo indireta utiliza um eletrélito de corrida contendo um co-ion que apresenta um
alto valor de absor¢ao na regido do UV-vis, em um comprimento de onda especifico. Um
decréscimo da absorbancia ¢ observado quando os analitos se deslocam para a janela de deteccao,
gerando assim picos negativos, referentes aos analitos de interesse (Volpi, 2011). Cabe mencionar
que o sinal foi invertido para que os picos das aminas que nao absorvem na regido do UV fossem
registrados com os picos para cima. As aminas que absorvem apresentam picos negativos.

Diferentes condi¢des analiticas e instrumentais foram avaliadas e estdo descritas na tabela 8 ¢ 9.
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Tabela 8 — Condicdes analiticas avaliadas para o desenvolvimento do método indireto para

separacao de BAs por Eletroforese Capilar.

Variavel

Figura

10 mmol L' de Imidazol — pH = 4,5
15 mmol L' de Imidazol — pH = 4,5
20 mmol L' de Imidazol — pH = 4,5
30 mmol L' de Imidazol — pH = 4,5

Figura 16

15 mmol L' de Imidazol — pH = 2,5
15 mmol L' de Imidazol — pH = 4,5

Figura 17

15 mmol L' de Imidazol + 10 mmol L' de Eter Coroa — pH = 4,5
15 mmol L' de Imidazol + 20 mmol L' de Eter Coroa — pH = 4,5
15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa — pH = 4,5

Figura 18

15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 5 mmol L' de p-CD —
pH=4,5
15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 10 mmol L' de B-CD —
pH=4,5
15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 15 mmol L' de B-CD —
pH=4,5

Figura 19

15 mmol L de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 5 mmol L' de a-CD —
pH=4,5
15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 10 mmol L™ de a-CD —
pH=4,5
15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 15 mmol L™ de a-CD —

pH=4,5

Figura 20

15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 10 mmol L' de a-CD +
0,5 mmol L' de EDTA —pH=4,5

15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 10 mmol L' de a-CD +
1 mmol L' de EDTA —pH =45

15 mmol L' de Imidazol + 30 mmol L' de Eter Coroa + 10 mmol L' de a-CD +

1,5 mmol L' de EDTA — pH =4,5

Figura 21

Legenda: pH: potencial hidrogénio; B-CD: beta ciclodextrina; a-CD: alfa ciclodextrina; mmol: milimolar.
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O uso de imidazol como eletrdlito de corrida para a determinacdo de BAs em alimentos
estd bem documentado na literatura. Quando ¢ necessaria a seletividade na separagdo, uma
variedade de aditivos, como acidos orgéanicos e agentes complexantes, pode ser adicionada ao
eletrolito de corrida (Pereira e Tavares, 2004). Para a optimizagdo do método de separacdo, foi
avaliado diferentes concentragdes do imidazol (Tabela 8), onde selecionou-se a condicao de
15 mmol L' de imidazol para os testes posteriores, pois este embora tenha apresentado um sinal
analitico menor em relagio as condi¢des com concentragdes mais altas (20 e 30 mmol L), a
separacao dos analitos foi melhor, além disso o aumento da concentracdo pode produzir o efeito

joule (ALTRIA, 1996) (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito da concentragcdo do imidazol no sistema de separagao.
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Legenda: A. 10 mmol L' imidazol; B. 15 mmol L' imidazol; C. 20 mmol L' imidazol; D. 30 mmol L"!

imidazol; Padrao de Aminas: 10 mg L', (pH = 4,5). Instrumentagio: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar

75 um d.i x 48,5 cm de comprimento total (40 cm de comprimento efetivo) e detecgdo em 400: 214 nm.

Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina;

6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Antes de avaliar o efeito de aditivos e agentes complexantes ao eletrdlito de corrida, foi

verificado o efeito do pH do eletrolito (pH: 2,5 e 4,5) no sistema de separacdo. A Figura 19

apresenta os resultados obtidos.
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Figura 19 - Efeito do pH na determinagdo e separacao de aminas biogénicas.
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Legenda: A. pH = 2,5; B. pH = 4,5; Padrio de Aminas: 10 mg L. Eletrolito: 15 mmol L' imidazol.
Instrumentacio: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 pm d.i x 48,5 cm de comprimento total (40 cm de
comprimento efetivo) e deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina;

3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Os valores de pH avaliados foram selecionados com base na literatura como ideais para a
separacao de BAs pelo método de detecgao indireta (Katarina et al., 2020) (Rong, Zhongqi e Xue,
2022). A influéncia do pH do eletrélito de corrida na seletividade ¢ notavel, pois ele altera a
ionizagdo dos solutos e, consequentemente, a sua mobilidade eletroforética, além de impactar o
tempo de migracdo ao modificar EOF. Além disso, a escolha do pH também pode afetar a
estabilidade dos solutos e a resolucdo entre os picos, tornando-o um parametro essencial na
otimizagdo dos métodos eletroforéticos. Os resultados mais promissores foram obtidos com

eletrolito de corrida a um pH de 4,5 sendo mantido para as analises subsequentes.

Desde que o sistema apresentava coeluicdo entre as aminas, a proxima etapa foi avaliar o
efeito de aditivos ao eletrélito de corrida. O primeiro aditivo avaliado foi o éter coroa como agente
complexante. O éter-coroa € um seletor quiral que promove a separacao por meio da formagao de
um complexo de inclusdo entre o grupo NHs" do soluto e o éter-coroa. A eficicia desse
reconhecimento depende da interagdo secundaria entre os substituintes do éter-coroa e os grupos
funcionais do analito (ALTRIA, 1998). Assim, se os complexos formados tiverem mobilidades

diferentes dos solutos livres, havera uma variagdo no tempo de migracao, permitindo a separagao
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de diferentes analitos (ALTRIA, 1996). Para este teste foram avaliadas diferentes concentragdes
de éter coroa que variam de 10-30 mmol L. O eletrolito de corrida foi constituido de
15 mmol L'! de imidazol, 4,5 de pH. A condi¢do utilizando a concentragdo mais alta de éter coroa
(30 mmol L), mostrou-se ser mais promissora para a separagio das BAs, tendo apresentado um
eletroferograma com melhor separagao dos analitos, incluindo o aumento do numero de picos
sugerindo que o éter coroa ¢ um complexante promissor na separacao de BAs por detecc¢ao indireta

(Figura 20).

Figura 20 - Efeito da adi¢io de Eter Coroa no eletrlito para separagdo de aminas biogénicas pelo

método de deteccao indireta.
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Legenda: A. 10 mmol L' Eter Coroa; B. 20 mmol L' Eter Coroa; C. 30 mmol L' Eter Coroa; Padrio de
Aminas: 10 mg L', Eletrolito: 15 mmol L! imidazol, (pH = 4,5). Instrumenta¢io: 29°C; 5s x 30 mBar;
15 kV; capilar 75 pm d.i x 48,5 cm de comprimento total (40 cm de comprimento efetivo) e deteccdo em
400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina;

5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.
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O eletrolito contendo 15 mmol L' de imidazol e 30 mmol L de éter coroa apresentou
resultados promissores para a separacao das aminas, demonstrando uma separagao entre os picos
da tiramina e triptamina. Além disso, em termos de sinal analitico, essa condi¢@o apresentou uma
excelente magnitude de sinal. Apesar de ndo ter sido possivel separar a putrescina, histamina e

cadaverina, essa condi¢ao foi selecionada para as proximas etapas.

A proxima etapa de otimizacao do sistema de separagao consistiu em avaliar a utilizagao
de ciclodextrinas ( e o) como agentes complexantes. As B e a-ciclodextrinas possuem estrutura
com uma cavidade (diferem entre si pelo tamanho da cavidade) hidrofobica e superficie externa
hidrofilica, fazendo com que os solutos nao soliiveis na fase aquosa se distribuam entre elas e as
micelas, possibilitando a separacdo (BAKER, 1995). A adi¢do da B-cd no eletrolito nado
proporcionou melhora expressiva na separagao (Figura 21), porém a a-cd apresentou melhora na

resolucdo dos picos (Figura 22).
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Figura 21 - Efeito da adi¢cdo da f -ciclodextrina na separacao das aminas biogénicas.
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Legenda: A. 2,5 mmol L' de B-cd; B. 5 mmol L' de B-cd; C. 10 mmol L de B-cd; Padrdo de Aminas:

10 mg L!. Eletrolito: 15 mmol L imidazol, 30 mmol L éter coroa, pH = 4,5. Instrumentagio: 29°C;

S5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 um d.i x 48,5 cm de comprimento total (40 cm de comprimento efetivo) e

deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1.

4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina;
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Figura 22 - Efeito da adi¢cdo da a -ciclodextrina na separacao das aminas biogénicas.
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Legenda: A. 2,5 mmol L' de a-cd; B. 5 mmol L de a-cd; C. 10 mmol L de o-cd; Padrio de Aminas:
10 mg L. Eletrolito: 15 mmol L' imidazol, 30 mmol L' éter coroa, pH = 4,5. Instrumentac¢io: 29°C;
5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 pm d.i x 48,5 cm de comprimento total (40 cm de comprimento efetivo) e
deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina;

4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

A condi¢ao que apresentou os melhores resultados foi com o eletrélito de corrida composto
por 15 mmol L™ de imidazol, 30 mmol L™ de éter coroa e 10 mmol L' de a-ciclodextrina (a-CD).
Essa combinacdo permitiu uma separacdo entre a maioria das BAs de interesse, com um sinal
analitico satisfatorio. No entanto, a separagao dos analitos ainda ndo estava completa, uma vez que

a cadaverina e a histamina permaneceram coeluidas. A coelui¢do entre cadaverina e histamina
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pode estar relacionada as suas propriedades estruturais e quimicas semelhantes (He et al., 2017).
Ambas as moléculas possuem grupos funcionais que podem interagir de forma similar com o
eletrolito e os modificadores de separacao, como o éter coroa e a a-CD (He ez al., 2017; De Yixuan

etal.,2023).

Para tentar resolver a coeluicdo entre cadaverina e histamina, foi adicionado ao eletrélito
um agente quelante, o EDTA. Diferentes concentragdes de EDTA foram avaliadas (0,5 mmol L™,
I mmol L' e 1,5 mmol L), sendo que a concentragdo de 1 mmol L™ proporcionou a melhor
separacao das BAs. Essa concentracdo permitiu uma melhora significativa na resolugdo dos picos,

sem comprometer a intensidade do sinal analitico. (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito da adicdo de EDTA no sistema de separagdao das aminas biogénicas.
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Legenda: A. 0,5 mmol L' EDTA; B. 1 mmol L' EDTA; C. 1,5 mmol L"! EDTA. Padrdo de Aminas:
10 mg L. Eletrélito: 15 mmol L' imidazol, 30 mmol L' éter coroa, 10 mmol L' a-cyclodextrina
(pH = 4,5). Instrumentacio: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 pm d.i x 48,5 cm de comprimento
total (40 cm de comprimento efetivo) e deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina;

2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

A composicao do eletrdlito que proporcionou melhores resultados foi uma mistura
contendo 15 mmol L' de imidazol, 30 mmol L' de éter coroa, 10 mmol L' de o-cd e
1 mmol L' EDTA. Embora esta condigdo ndo tenha permitido a detec¢iio da histamina, destaca-
se por ter apresentado melhor separagdo entre as demais aminas. Para resolver o problema de

detec¢ao da histamina, foram avaliadas diferente condi¢des instrumentais.
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4.1.2.1.0timizacgao das Condi¢des Instrumentais

O método desenvolvido apresentou resultados parcialmente satisfatorios na separacao das
BAs uma vez que histamina ndo foi detectada no sistema de separacdo. Aliado a esse
comportamento do sistema, foram observadas frequentes variacdes no sistema de separagdo,
principalmente relacionadas ao tempo de migragao, tendo ocasionado coelui¢ao entre os picos em
algumas corridas. Para minimizar essas variagdes, 0os pardmetros instrumentais (tensao,
temperatura e comprimento do capilar) foram avaliados e otimizados. Esse estudo visou melhorar
a resolugdo entre os picos, garantindo a deteccao da histamina e evitar que pequenas variagdes em
parametros como temperatura ndo interferissem significativamente na separagao. Os parametros

investigados estdo sumarizados na Tabela 9.

Tabela 9 - Condigdes instrumentais avaliadas para a separagcdo de aminas biogénicas.

Parametro Condicao Figura
V=14 KV
Tensdo V=15KV Figura 22
V=16 KV
t=25°C

Temperatura t=27°C Figura 23
t=29"C
Cap =48,5 cm

Tamanho do capilar Cap =53,5cm Figura 24
Cap = 58,5 cm

Inicialmente avaliou-se a tensdo do sistema (14, 15 ¢ 16 KV) (Figura 24). Na deteccao
indireta, a tensdo pode também influenciar a intensidade do sinal detectado, sendo necessario
ajusta-la para otimizar a sensibilidade e minimizar a interferéncia de fundo (ALTRIA, 1996).
Portanto, a otimizagao da tensdo aplicada ¢é essencial para alcancar separagdes eficientes e precisas
das BAs. Além disso, a tensdo influencia a estabilidade térmica do sistema, com tensdes elevadas,
a temperatura aumenta, o que acaba afetando a separagdo (Fan et al., 2023). A compatibilidade da
tensdo com o eletrolito de corrida ¢ também um fator importante a ser avaliado, pois alguns

eletrolitos podem decompor-se ou sofrer reacdes indesejadas sob tensdes elevadas. O objetivo de
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se avaliar a tensao do sistema ¢ de melhorar separagdao dos analitos, além de reduzir o tempo de

analise. A resolug¢dao mais promissora foi obtida com a tensao de 15 KV (Figura 24 B).

Figura 24 — Efeito da tensdo na separagao das aminas biogénicas pelo sistema de detec¢ado indireta.
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Legenda: A. 14kV; B. 15kV; C. 16 kV. Padrao de Aminas: 10 mg L. Eletrélito: 15 mmol L' imidazol,
30 mmol L' éter coroa, 10 mmol L' a-cyclodextrina, e 1 mmol L' EDTA (pH = 4,5). Instrumentagio:
29°C; 5s x 30 mBar; Capilar 75 pm d.i x 48,5 cm de comprimento total (40 cm de comprimento efetivo) e
deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina;

4. Espermidina;5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

A utilizacao de altos valores de tensao do sistema pode ocasionar o aumento da temperatura
da coluna capilar, por essa razao, a temperatura (Figura 25) e o tamanho do capilar (Figura 26)

foram ajustados. O principal problema no desenvolvimento deste método, esta relacionado com a
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deteccao da histamina e separagdo da triptamina e a tiramina, uma vez que estes ultimos tendem a

coeluir. Com temperaturas mais baixas (25 e 27 ° C) foi possivel separar com uma boa resolucao

as primeiras 4 aminas (putrescina, cadaverina, espermidina e espermina), porém, sem a detec¢ao

da histamina e com a coeluicdo entre triptamina com tiramina. A temperatura de 29 °C foi

selecionada porque apresentou resolugdo e tempo de analise satisfatorios para todos analitos,

exceto para histamina que nao foi detectada no sistema (Figura 25 C).

Figura 25 — Efeito da temperatura no sistema indireto de separagdao das aminas biogénicas.
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Legenda: A. 25° C; B. 27° C; C. 29° C. Padrio de Aminas: 10 mg L. Eletrolito: 15 mmol L™ imidazol,

30 mmol L éter coroa, 10 mmol L a-ciclodextrina, ¢ 1 mmol L' EDTA (pH = 4,5). Instrumentacio:

15 KV; 5s x 30 mBar; Capilar 75 pm d.i x 48,5 cm de comprimento total (40 cm de comprimento efetivo)

e deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina;

4. Espermidina;5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.
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O tamanho do capilar tem um impacto significativo na separacao dos analitos. O
comprimento do capilar influencia diretamente a resolucdo e o tempo de analise: capilares mais
longos melhoram a resolugao, porém, aumentam o tempo total de analise, enquanto capilares mais
curtos aceleram a analise podendo comprometer a resolucdo (ALTRIA, 1996). Os capilares mais
curtos (48,5 cm e 53,5 cm) ndo apresentaram uma separagao dos picos satisfatoria, o capilar mais
longo (58,5 cm) apresentou os resultados mais promissores (Figura 26 C). Tal comportamento
pode estar relacionado ao fato de capilares mais longos proporcionarem um aumento do niimero
de pratos tedricos. A Figura 26 C apresenta o sistema de separacdo selecionado para as proximas

etapas.
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Figura 26 Efeito do comprimento do capilar na separacao das aminas biogénicas.
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Legenda: A. 48,5 cm; B. 53,5 ¢cm; C. 58,5 cm. Padrido de Aminas: 10 mg L. Padrio de Aminas:
10 mg L. Eletrolito: 15 mmol L' imidazol, 30 mmol L éter coroa, 10 mmol L-1 o-ciclodextrina, e
1 mmol L' EDTA (pH = 4,5). Instrumentacio:15 KV; 5s x 30 mBar; Capilar 75 um d.i e detec¢do em
400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina;

5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Todos aos parametros analiticos e instrumentais avaliados nao foram suficientes para
proporcionar a separacdo completa das sete BAs investigadas, uma vez que a histamina
permaneceu indetectdvel. Dessa forma, novos ajustes foram feitos a partir da melhor condigdo de
separacao estabelecida (Figura 26 C). Experimentos anteriores indicaram que a a-ciclodextrina
desempenhou um papel positivo na separacdo entre tiramina e triptamina, enquanto o EDTA

contribuiu para uma melhor resolucdo entre putrescina, cadaverina, tiramina e triptamina. Diante
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dessas observagoes, decidiu-se avaliar a influéncia da variacdo das concentragdoes desses
componentes no eletrolito de corrida mantendo os demais parametros analiticos e instrumentais

constantes, exceto o comprimento total do capilar que foi ajustado para 63,5 cm (Tabela 10).

Tabela 10 — Combinacdes de EDTA e a-ciclodextrina testadas.

Concentracao EDTA Concentracao a-cd
(Mmol L) (Mmol L)
1,5 15
3,0 10
3,0 7,5
3,5 7,0

Fonte: claborado pelo autor.

Os resultados demonstraram que a condi¢ao com 3,5 mmol L' de EDTA ¢ 7 mmol L' de
a-ciclodextrina no eletrélito de corrida, proporcionou a melhor separacdo de todas as BAs,

incluindo a histamina, conforme ilustrado na Figura 27 D.
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Figura 27 — Efeito de diferentes combinag¢des de EDTA e a-ciclodextrina.
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Legenda: A. 1,5 mmol L' EDTA — 15 mmol L™ de a-cd; B. 3 mmol L' EDTA — 10 mmol L de a-cd;
C. 3 mmol L EDTA — 7,5 mmol L™ de a-cd; D. 3,5 mmol L™ EDTA — 7 mmol L™ de a-cd. Eletrolito:
15 mmol L imidazol, 30 mmol L' éter coroa, (pH = 4,5). Instrumentag¢io: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV;
capilar 75 pm d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento efetivo) e detec¢do em 400: 214
nm. Picos: #. Desconhecido; NH4". ion amdnio; Na'. ion Soédio; K'. ion potéssio; 1. Putrescina;

2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

A a-cd apresentou um efeito seletivo, promovendo uma melhor separacdo entre tiramina e
triptamina, o que se deve a sua capacidade de formar complexos de inclusdo com moléculas
organicas. Por outro lado, o EDTA, como agente quelante, demonstrou um impacto significativo
na resolugdao das aminas, possivelmente devido a sua interagdo com cations metalicos residuais

presentes no sistema, reduzindo interferéncias e melhorando a seletividade da separagao.
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O aumento da concentragdo do EDTA para 3,5 mmol L', associada a redugdo da
concentracao de a-ciclodextrina para 7 mmol L™, mostrou-se uma combinagdo mais eficiente e

foi selecionada como condi¢@o otimizada para as proximas etapas.

4.2. Avaliacao do Processo de Extracao

O procedimento de extracdo foi avaliado utilizando dois diferentes 4acidos em
concentragdes variadas: TCA (10% m/v, 5% m/v) e HCI (1 mol L e 0,1 mol L) (Dos Reis,
Custodio e Gléria, 2015; Adimcilar, Oztekin e Bedia Erim, 2017) (Rong, Zhonggi e Xue, 2022).
O procedimento de extracdo foi feito como descrito na se¢do experimental. O teste foi feito
utilizando amostras de cogumelos in natura. Os resultados, referentes a separacdo das aminas,

estdo apresentados na Figura 28 e 29.

O 4cido TCA nao proporcionou resultados satisfatorios na extragao e separagao das BAs,
tendo interferido no sinal analitico dos picos durante a separagdo (Figura 28). Este problema esta
relacionado ao fato de o TCA ter a capacidade de alterar significativamente o pH da solucao
eletrolitica, causando a ionizagdo das BAs, alterando sua mobilidade -eletroforética e,
consequentemente, interferindo na resolucdo entre os picos. Resultados similares foram
observados nas amostras extraidas com 1 mol L' HCIl, em que o sinal analitico da amostra
fortificada foi muito reduzido, ndo tendo separado os analitos na amostra (Figura 29 A). Além da
alteracdo do pH eletrolitico, podem afetar o EOF pela capacidade de adsorver na superficie interna
do capilar modificando a superficie (FrantiSek e Michal, 2006). Para resolver esse problema,
avaliou-se a extragdo das amostras utilizando HC1 0,1 mol L*'. A Figura 29 D apresenta os
resultados obtidos, sendo possivel observar que a reducdo da concentragdo do HCI proporcionou

resultados mais promissores para a separacao das BAs, com melhor resolugdo e sinal analitico.
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Figura 28 - Efeito de acido tricloroacético na extracdo e separagdo de aminas biogénicas por

deteccao indireta em eletroforese capilar.

75+ Na' 75 Na*
/ \ / \
| | | |
\ / \B/
~ ~

50 50 -

K
iy
25 25

//\\40_

\ /
~ 20

Y
6.7

tempo, min

tempo, min

12

Legenda: A. TCA 5%-Amostra; B. TCA 5%-Spike; C. TCA 10%-Amostra; D. TCA 10%-Spike; Padrao
de Aminas: 10 mg L. Eletrolito: 15 mmol L' imidazol, 30 mmol L' éter coroa, 7 mmol L!
a-cyclodextrina, e 3,5 mmol L' EDTA (pH = 4,5). Instrumentag¢io: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar
75 um d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento efetivo) e detecgdo em 400: 214 nm.
Picos: #. Desconhecido; NH4". ion amonio; Na*. ion S6dio; K*. ion potassio; 1. Putrescina; 2. Histamina;

3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.
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Figura 29 - Efeito de 4cido cloridrico na extragao e separacdo de aminas biogénicas por deteccao

indireta em eletroforese capilar.
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Legenda: A. 1 mol L' HCIl-Amostra; B. 1 mol L' HCI -Spike; C. 0,1 mol L' HCl -Amostra;
D. 0,1 mol L' HCI-Spike; Padrdo de Aminas: 10 mg L'.; Eletrélito: 15 mmol L' imidazol,
30 mmol L! éter coroa, 7 mmol L a-cd, € 3,5 mmol L' EDTA (pH = 4,5). Instrumentag¢io: 29°C; 5s x
30 mBar; 15 kV; capilar 75 um d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento efetivo) e
detecgdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; NH4". ion amonio; Na*. ion Sédio; K*. ion potassio;

1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Em todos os experimentos utilizando amostras de cogumelos foi observada presenca de
sinal analitico referente a picos desconhecidos que coeluiram com as aminas. Isso sugere efeitos
de matriz na amostra, interferindo na separacdo e detec¢do precisa das aminas. Para resolver a

interferéncia da matriz, foi avaliado o efeito da adi¢do ao eletrolito de corrida de metanol 5% v/v,
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do 4cido adipico 5% m/v e do etanol 5% v/v. O metanol atuando como modificador orgénico,
influenciou a mobilidade eletroforética dos analitos, mas ndo impediu a coeluicdo entre a
espermina com o ion potassio (Figura 30 A), mostrando-se ineficaz para resolver o problema da
matriz. O etanol por sua vez também como modificador organico, ndo ofereceu resultados
satisfatorios na separacao das aminas com os ions, tendo apresentado coelui¢do entre a histamina,
cadaverina e sodio, influenciando também na reducao de magnitude do sinal analitico da tiramina
e triptamina. O 4cido adipico, como contra-ion divalente, influenciou significativamente a
mobilidade dos analitos divalentes, auxiliando na separagdo do sodio da cadaverina e espermidina.

No entanto, causou a coeluicao do ion potéassio com a espermina (Figura 30 C).
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Figura 30 - Efeito de metanol, etanol e acido adipico adicionados ao eletrélito para separar ions

das aminas biogénicas por deteccao indireta.
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Legenda: A. Avaliacao de metanol 5% v/v; B. Avaliagdo de etanol 5% v/v; C. Avaliagdo de acido adipico
5% m/v; Padrdo de Aminas: 10 mg L. Eletrélito: 15 mmol L' imidazol, 30 mmol L' éter coroa,
7 mmol L a-cyclodextrina, e 3,5 mmol L' EDTA (pH = 4,5). Instrumentag¢io: 29°C; 5s x 30 mBar;
15 kV; capilar 75 pm d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento efetivo) e deteccdo em

400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; NH4*. ion aménio; Na*. ion Sédio; K. ion potassio; 1. Putrescina;

2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina;S. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

A adi¢do de modificadores organicos e acido adipico ndo apresentou resultados
satisfatorios em relagdo ao efeito da matriz. Diante disso, foi avaliado o efeito no sistema de
separacao na reducdo do pH da solucao eletrolitica como estratégia alternativa para melhorar a

separacao das aminas em presenga de ions interferentes.
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O valor do pH do eletrdlito de corrida foi reduzido de 4,5 para 4,0 com acido acético
0,1 mol L. Essa reducdo promoveu um resultado positivo na resolugdo entre os analitos,
resultando na separacdo efetiva de todas as BAs dos ions interferentes, conforme ilustrado na

Figura 31.

Figura 31 - Efeito da redugdo do pH do eletrolito de corrida.
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Legenda: Padrao de Aminas: 10 mg L. Eletrélito: 15 mmol L' imidazol, 30 mmol L' éter coroa,
7 mmol L' a-CD, e 3,5 mmol L' EDTA (pH = 4,0). Instrumentag¢io: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar
75 um d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento efetivo) e detecgdo em 400: 214 nm.
Picos: #. Desconhecido; NH4". ion amonio; Na'. ion Sédio; K*. ion potassio; 1. Putrescina; 2. Histamina;

3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

A redugdo do pH contribuiu para a modulacao do grau de ionizacao das BAs, promovendo
uma melhor seletividade e reduzindo interagdes indesejadas com a matriz, sendo assim, essa

condicado foi selecionada como otimizada para todas etapas subsequentes do experimento.

Devido as variagdes verificadas nos tempos de migracdo, foram testadas a benzilamina,
trietilamina e 1,7 Diaminoheptano como padrdes internos (PI). A utilizacdo de um PI ¢ essencial
para aumentar a precisao e a confiabilidade das analises, pois flutuagdes EOF, temperatura e campo
elétrico podem causar variagdes nos tempos de migragdo (Beckers e Bocek, 2003; Da Rosa et al.,

2018). A razao entre a area do pico do analito e a do PI corrige erros relacionados a evaporagao da
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amostra, variagcdes no tempo de migracao e alteragdes nos parametros opticos do capilar. Além
disso, a utilizacdo de um PI auxilia na identificagao de aminas presentes em amostras reais, uma
vez que os tempos de migragao relativos (tempo de migracao do pico do analito/tempo de migracao
do PI) sdo independentes de pardmetros como viscosidade (Pawel, Wozniakiewicz e Koscielniak,
2018). Adicionalmente, a selecio de um PI deve considerar sua estabilidade quimica,
compatibilidade com o sistema de separagdo e capacidade de gerar um sinal detectavel e bem

resolvido dos demais picos presentes na amostra (Ali, Aboul-Enein e Gupta, 2006).

A benzilamina apresentou um pico de baixa magnitude no sinal analitico, sendo detectada
apoOs a migracdo da putrescina, cadaverina, histamina, espermidina e espermina, mas antes da
tiramina e triptamina (Figura 32 A). No entanto, sua utilizacdo como padrao interno mostrou-se
inviavel devido a interferéncia na resolucdo e na intensidade do sinal analitico da tiramina ¢
triptamina. Além disso, a baixa magnitude do sinal comprometeu o desempenho do método, uma
vez que um padrio interno deve apresentar um pico bem definido e estavel, garantindo a precisao

e confiabilidade das analises.

A trietilamina, por sua vez, também ndo se mostrou adequada, pois interferiu
significativamente na separacao das BAs, coeluindo com a espermina (Figura 32 B). Dentre os
compostos avaliados, o 1,7-diaminoheptano apresentou os melhores resultados como padrao
interno. Esse composto exibiu um sinal analitico de alta magnitude e ndo interferiu na separagao
dos analitos de interesse, sendo, portanto, selecionado para os experimentos subsequentes (Figura

32 C).

Para assegurar a viabilidade do uso do 1,7-diaminoheptano como padrdo interno em
amostras reais, avaliou-se sua compatibilidade com a matriz da amostra. Os resultados
demonstraram que o composto ndo coeluia com os ions da matriz, permitindo a separagao eficiente
de todas as BAs e do padrdo interno (Figura 32 D). Dessa forma, o 1,7-diaminoheptano foi
validado como um padrdo interno adequado para a metodologia proposta, garantindo maior

confiabilidade na quantificagdo das aminas biogénicas em matrizes complexas.
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Figura 32 - Efeito de diferentes compostos utilizados como padrao interno no sistema de separacao

para identificagdo das aminas biogénicas.
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Legenda: A. Padrdo de aminas ¢ Benzilamina; B. Padrdo de Aminas e Trietilamina; C. Padrao de aminas
¢ 1,7 Diaminoheptano; D. Condi¢do otimizada; Padrdo de Aminas: 10 mg L. Eletrolito: 15 mmol L*!
imidazol, 30 mmol L' éter coroa, 7 mmol L' a-cyclodextrina, ¢ 3,5 mmol L! EDTA (pH = 4,0).
Instrumentacio: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 um d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de
comprimento efetivo) e deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; NH4". ion amonio; Na®. ion
Sodio; K*. ion potassio; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina;

6. Tiramina e; 7. Triptamina.

Além dos compostos previamente analisados, foram também avaliados como potenciais
padrdes internos a dopamina, betaina e alanina. No entanto, esses analitos ndo apresentaram sinal

analitico detectavel sob as condi¢des experimentais utilizadas (figuras nao mostradas). A auséncia
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de sinal analitico desses compostos pode ser explicada com base em suas propriedades acido-base
e no comportamento eletroforético em pH 4,0. A CE depende da mobilidade eletroforética dos
analitos, a qual esta diretamente relacionada ao seu estado de ionizacdo no meio de separacao
(ALTRIA, 1996). O pH da solucdo eletrolitica utilizada no presente estudo foi 4,0, e os compostos
avaliados possuem valores de pKa que influenciam sua ionizacdo nessa condicdo, afetando a
migragao eletroforética e, consequentemente, sua detec¢do. A dopamina, embora possua um grupo
amina com pKa superior (8,9) ao pH do eletrdlito de corrida, encontra-se predominantemente
protonada em pH 4,0, o que lhe confere carga positiva. Entretanto, sua baixa mobilidade
eletroforética pode ser atribuida a possiveis interagdes hidrofobicas e eletrostaticas com a parede
capilar, dificultando sua deteccao (Kaczmarczyk et al., 2022). A betaina, por sua vez, ¢ um
composto zwitterionico permanente, com carga liquida préoxima de zero em amplo intervalo de
pH, o que impede sua migragdo eletroforética significativa (Fan et al., 2023). A alanina, também
em sua forma zwitterionica nessa condicdo, apresenta carga liquida baixa, resultando em
mobilidade eletroforética reduzida e, consequentemente, auséncia de sinal analitico detectavel
(Kvasnicka e Voldrich, 2006). Portanto, a auséncia de sinal analitico para esses compostos pode
ser atribuida a combinac¢do de carga liquida insignificante, baixa mobilidade eletroforética e
possiveis interagdes com a parede capilar, inviabilizando sua deteccdo nas condi¢des
experimentais utilizadas (ALTRIA, 1996; Ali, Aboul-Enein e Gupta, 2006; Beckers e Bocek,
2003; Adamova, 2025).

4.3. VALIDACAO DO METODO
A validagdo do método foi feita avaliando diferentes pardmetros que incluiram a

seletividade, linearidade, limite de deteccdo e quantificagdo, precisdo e a exatidao.

4.3.1. Seletividade

A seletividade do método foi considerada satisfatoria, ndo sendo observada interferentes
do efeito matriz na separagdo dos analitos. As areas obtidas para as aminas na amostra fortificada
(Figura 33 C) apresentaram valores ligeiramente menores em comparagdo com o padrdo de aminas
(Figura 33 A), diferenca essa que era esperada, uma vez que o branco da amostra (Figura 33 B)
revelou a presenca de alguns interferentes. Embora esses interferentes ndo tenham comprometido
a migracao e a separacao das aminas, sugere-se que tenham causado alguma interferéncia no sinal

analitico, contribuindo para a redu¢ao das areas obtidas.
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Figura 33 - Seletividade do método analitico.
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Legenda: A. Padrio de aminas; B. Branco da amostra; C. Amostra fortificada; Padrio de Aminas:
10 mg L', Eletrolito: 15 mmol L' imidazol, 30 mmol L éter coroa, 7 mmol L' a-CD e 3,5 mmol L*!
EDTA (pH 4,0). Instrumentagéo: 29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 um d.i x 63,5 cm de comprimento
total (55 cm de comprimento efetivo) e detecgdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; NH4". ion
amonio; Na'. ion Sodio; K. ion potassio; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina;

5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

4.3.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada construindo-se uma curva analitica no intervalo de
2,0-10 mg L! (n= 3 para cada concentragdo). O método analitico apresentou boa linearidade na
faixa investigada para todas as aminas, apresentando valores de coeficiente de correlacdo (R), que

variaram de 0,998 a 0,999 (Tabela 11). De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA, 2017), a linearidade de um método pode ser considerada satisfatoria quando o

coeficiente de correlagdo obtido € igual ou superior a 0,990.

Tabela 11 — Dados estatisticos da curva analitica.

Aminas Inclinagao Intercepto Coeficiente De

Correlacio (R)
Putrescina 0,0699 0,0039 0,9998
Histamina 0,0126 0,0006 0,9991
Cadaverina 0,0691 0,0003 0,9997
Esperimidina 0,1637 0,0339 0,9995
Espermina 0,1393 0,0276 0,9988
Tiramina 0,0862 -0,0029 0,9988
Triptamina 0,6365 0,0431 0,9998

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que o método ¢ adequado para
quantificagdo das aminas no intervalo de concentragdo avaliada, atendendo aos critérios

estabelecidos para validagdao de métodos analiticos.

4.3.3. Limite de deteccao e Limite de Quantificacido
Os limites de detecgao (LOD) e limites de quantificacao (LOQ) foram calculados com

base na curva analitica. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para o método proposto.

Tabela 12 - Limites de deteccdo (LOD) e quantificagdao (LOQ) para o método proposto.

M¢étodo Proposto
Aminas LOD (mgL"?* LOQ (mgL!P

Putrescina 0,25 0,76
Histamina 0,51 1,56
Cadaverina 0,31 0,94
Espermidina 0,38 1,15
Espermina 0,60 1,82
Tiramina 0,59 1,79
Triptamina 0,26 0,81

Legenda: *LOD = (3,3 * erro padrao)/inclinagdo da curva; °LOQ = (10 * erro padrdo)/inclinagdo da

curva; Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados evidenciam que o método desenvolvido apresenta LOD e LOQ compativeis
aos métodos baseados em CE descritos na literatura com deteccao indireta e condutométrica (CZE-
CD) indireta, descritos por (Kaczmarczyk et al., 2022; Katarina et al., 2020; Kaczmarczyk et al.,
2023; Wang et al., 2022). No entanto, os métodos que empregam derivatizag¢ao prévia das aminas,
como os reportados por Mantoanelli et al. (2020) e Feng et al. (2008), apresentam valores de LOD
e LOQ menores para a maioria dos analitos, o que pode ser atribuido a melhora na sensibilidade
analitica proporcionada pela introdugdo de grupos croméforos ou fluoréforos nas moléculas-alvo.
Apesar disso, 0 método proposto tem como vantagem a simplicidade e rapidez, eliminando etapas

adicionais de derivatizacao, o que o torna atrativo para analises de rotina.

4.3.4. Precisiao
A precisao foi expressa na forma de repetibilidade (n=3) e precisao intermediaria (n=9).

Os resultados da precisao do método proposto estdo representados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Precisao do método proposto expressa como coeficiente de variagao.

TESTE DE PRECISAO (%)
Aminas Concentracdo (mg L!)  Repetibilidade! Precisdo Intermediaria®

Putrescina 2,0 1,3 2,1
6,0 1,0 1,8

10,0 0,6 1,9

Histamina 2,0 1,9 10
6,0 1,9 9,5

10,0 1,5 7,4

Cadaverina 2,0 1,4 1,5
6,0 0,6 1,6

10,0 0,8 2,0

Espermidina 2,0 1,2 14
6,0 0,4 43

10,0 0,9 0,9

Espermina 2,0 1,3 14
6,0 1,1 5,9

10,0 0,9 4,6

Tiramina 2,0 1,2 7,2
6,0 1,2 5,9

10,0 1,2 4,6

Triptamina 2,0 1,3 3,1
6,0 0,7 3,0

10,0 0,9 3,3

2

Legenda: ' medidas feitas em triplicata no mesmo dia; > medidas feitas em triplicata em trés dias

consecutivos; Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo (HUBER, 2007), para que um método analitico seja considerado preciso, os
valores de repetibilidade devem ser inferiores a 2% e os de precisdo intermedidria inferiores a
10%. Com base nos resultados apresentados, observa-se que para a repetibilidade, os coeficientes
de variagdo (CV) de todas as BAs avaliadas estdo abaixo de 2% em todas as concentragoes

analisadas. Esses resultados demonstram boa confiabilidade do método proposto.

Para a precisdo intermediaria, os resultados variaram de acordo com o analito e a
concentracdo. As aminas putrescina, histamina, cadaverina, tiramina e triptamina apresentaram
coeficientes de variacao dentro do limite de 10% em todas as concentragdes avaliadas (2, 6 ¢ 10

mg L™'). No entanto, para espermidina, espermina os valores de precisdo intermedidria

93



ultrapassaram o limite de 10% para a concentragdo de 2 mg L™'. Em concentracdes maiores (6 e

10 mg L), os valores obtidos para a precisao intermediaria estdo dentro do limite de 10%.

4.3.5. Exatidao

A exatidao foi expressa na forma de recuperagdo. Os resultados obtidos para a exatidao do

método estdo sumarizados na Tabela 14.

Tabela 14 — Teste de recuperagdo utilizando diferentes concentracdes de aminas biogénicas.

Recuperacio (%)

Aminas 2,0 mg L! 6,0 mg L! 10,0 mg L!
Putrescina 102,2 +£1,3 98,3+1,0 97,7+ 0,7
Histamina 94,8+ 1,9 95,6 £1,8 96,9 £ 1,6
Cadaverina 101,5+ 1,5 99,5 +£0,6 98,2 +0,9

Espermidina 110,2+ 1,4 103,5 +£0,5 97,6 £0,9
Espermina 97,0+ 14 99,5 +1,1 97,5+ 0,9

Tiramina 97,7+ 1,3 105,3+1,3 98,2+ 1,2

Triptamina 94,7+ 1,2 101,5+0,8 96,7+ 0,9

Legenda: Procedimento realizado em amostra de cogumelo; Fonte: elaborada pelo autor.

Os resultados demonstram que o método proposto € exato, pois a recuperagao dos analitos
estd dentro do intervalo de 80 a 110 % conforme recomendado por (HUBER, 2007). Os resultados
obtidos em relagdo a precisdao evidenciam a capacidade do método de quantificar os analitos de
interesse de maneira confiavel, mesmo em uma matriz complexa como os cogumelos. A variacao
observada nos valores de recuperacdo entre as diferentes aminas e concentragdes pode ser atribuida
a fatores como a natureza quimica dos analitos, sua interagdo com a matriz, ou pequenas variagoes

no preparo das amostras.

4.4. APLICACAO DO METODO EM AMOSTRAS REAIS

O método desenvolvido foi aplicado para avaliar a qualidade e a degradacao de cogumelos
ao longo do tempo, considerando diferentes condi¢des de conservagdo. Foram analisadas trés
variedades de cogumelos: Hiratake, Champignon de Paris e Porto Belo. As amostras foram
avaliadas em trés momentos distintos: no dia da compra (Dia 0), no terceiro dia apos a compra
(Dia 3) e no quinto dia apds a compra (Dia 5), que corresponde ao ultimo dia de seguranga para o
consumo, de acordo com o rétulo do produto. No primeiro dia, cada amostra foi analisada e o

excedente foi dividido em duas por¢des: uma armazenada em congelamento (freezer) e outra em
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refrigeragao simples (geladeira). As analises subsequentes foram realizadas para ambas as por¢des

nos dias 3 e 5.
4.4.1. Testes de Degradac¢io nos Dias 1,3 e 5.

Os resultados obtidos no primeiro dia de andlise indicaram a auséncia de BAs nos
cogumelos das variedades Hiratake e Champignon de Paris. Contudo, na variedade Porto Belo, foi
detectada a presenga de espermidina e triptamina, indicando que, mesmo em condig¢des iniciais de
conservagao, essa variedade apresentava maior potencial de degradacao ou maior conteudo inicial

dessas BAs (Figura 34).
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Figura 34 — Analise de degradacao no primeiro dia.
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Legenda: A. Hiratake; B. Champignon de Paris; C. Porto Belo. Eletrélito: 15 mmol L imidazol,
30 mmol L éter coroa, 7 mmol L a-CD, e 3,5 mmol L' EDTA (pH 4,0). Instrumentacio: 29°C; 5s x
30 mBar; 15 kV; capilar 75 um d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento efetivo) e
detecgdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; NH4". ion aménio; Na*. ion Sodio; K*. ion potassio;

1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e; 7. Triptamina.

No terceiro dia de andlise, as amostras conservadas por congelamento ndo mostraram
alteragdes em relacdo aos resultados do primeiro dia para todas as variedades de cogumelos,
indicando que até esse dia, o congelamento foi eficaz na preservagao da qualidade dos cogumelos,
evitando o acimulo de BAs. Por outro lado, nas amostras armazenadas sob refrigeragcdo, foram
detectadas diferencas significativas. No Champignon de Paris, ndo foi observada a presenca de

BAs (Figura 35B). No Hiratake, foi observada a presenca de espermidina e espermina (Figura
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35A). Na variedade Porto Belo, houve um aumento nos picos de espermidina e triptamina, além

da detecg¢ao de um novo pico correspondente a putrescina (Figura 35C).

Figura 35 - Analise de degradacao de cogumelos no terceiro dia.
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Legenda: A. Hiratake; B. Champignon de Paris; C. Porto Belo. Eletrélito: 15 mmol L imidazol,
30 mmol L éter coroa, 7 mmol L a-cyclodextrina, e 3,5 mmol L' EDTA (pH 4,0). Instrumentacio:
29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 um d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento
efetivo) e detec¢do em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; NH,". ion aménio; Na*. ion Sodio; K*. ion

potassio; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e;

7. Triptamina.

No quinto dia, os cogumelos mantidos sob congelamento continuaram apresentando

resultados semelhantes aos observados nos dias anteriores, sem alteragdes significativas nos niveis
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de BAs. Entretanto, nas amostras mantidas sob refrigeragao, houve um aumento expressivo de
BAs, especialmente na variedade Porto Belo, que apresentou picos de putrescina, cadaverina,
espermidina, espermina e triptamina (Figura 36C). No Champignon de Paris, foi detectado um
sinal analitico de baixa magnitude referente a putrescina (Figura 36B), enquanto no Hiratake houve

um aumento ligeiro nos picos de espermidina e triptamina (Figura 36A).

Figura 36 - Analise de degradacdo de cogumelos no quinto dia.
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Legenda: A. Hiratake; B. Champignon de Paris; C. Porto Belo. Eletrélito: 15 mmol L imidazol,
30 mmol L éter coroa, 7 mmol L a-cyclodextrina, e 3,5 mmol L' EDTA (pH 4,0). Instrumentacio:
29°C; 5s x 30 mBar; 15 kV; capilar 75 um d.i x 63,5 cm de comprimento total (55 cm de comprimento
efetivo) e deteccdo em 400: 214 nm. Picos: #. Desconhecido; NH,". ion aménio; Na*. ion Sodio; K*. ion

potassio; 1. Putrescina; 2. Histamina; 3. Cadaverina; 4. Espermidina; 5. Espermina; 6. Tiramina e;

7. Triptamina.
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Ao longo do tempo, as amostras mantidas sob congelamento ndo apresentaram alteragdes
significativas nos niveis de BAs, indicando que essa condi¢ao de armazenamento ¢ eficaz para
inibir rea¢des enzimaticas e microbioldgicas responsaveis pela formacdo dessas substancias. Em
contraste, as amostras mantidas sob refrigeracao apresentaram um aumento progressivo das BAs,
especialmente no Porto Belo, que apresentou maior diversidade de compostos, incluindo
putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e triptamina. Esses resultados sugerem que as
condi¢des de refrigeragdo, embora adequadas para retardar o crescimento microbiano, nao sio

suficientes para impedir a formac¢ao de BAs em variedades mais susceptiveis.

A presenca de putrescina e cadaverina em amostras no quinto dia € preocupante, pois essas
aminas estdo frequentemente associadas a degradagdo protéica e ao crescimento de
microrganismos deteriorantes (Elias, Fraqueza e Laranjo, 2018). Além disso, a formacdo de
espermidina e triptamina reflete a atividade enzimatica de descarboxilases especificas, que pode
ser influenciada pelas condi¢des de armazenamento e pela composi¢do quimica dos cogumelos
(Doeun, Davaatseren e Chung, 2017; Yu et al., 2021). Os resultados obtidos para o Champignon
de Paris, que apresentou apenas baixos niveis de putrescina no quinto dia, indicam que esta
variedade ¢ mais estavel em termos de formacdo de BAs em comparagdo as outras variedades

analisadas.

De maneira geral, os dados sugerem que o congelamento ¢ a melhor estratégia para
preservar a qualidade dos cogumelos, evitando a formagao de BAs durante o armazenamento. Por
outro lado, o armazenamento sob refrigeracao simples pode ser utilizado por periodos curtos, mas
apresenta riscos de formacdo de compostos indesejaveis, especialmente em variedades mais

susceptiveis, como o Porto Belo.

4.4.2. Determinacio Quantitativa das Aminas Biogénicas em Cogumelos
O método desenvolvido também foi utilizado para quantificar as BAs presentes nos

cogumelos, avaliados nos trés periodos descritos anteriormente (Tabela 15).
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Tabela 15 - Quantificacao de aminas biogénicas em amostras de cogumelos pelo método proposto.

Concentracio Das Amostras (mg Kg)

Hiratake Champignon de Porto Belo
Paris

Aminas Dia 1 Dia 3 DiaS Dial Dia3 DiaS Dial Dia 3 Dia §
Putrescina ND ND ND ND ND 1,5+0,02 ND 1,7£0,02  7,6+0,1
Histamina ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Cadaverina ND ND ND ND ND ND ND ND 6,6+0,5
Espermidina ~ ND 4,8+0,08 9,740,099 ND ND ND 3,7£0,06 7,3+0,05 14+0,2
Espermina ND ND ND ND ND ND ND ND 2,6+0,05
Tiramina ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Triptamina ND 1,6+0,03 4,0+0,05 ND ND ND 1,9+£0,03 2,5+0,03 4,6+0,05

Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise quantitativa das BAs nos cogumelos revelou variagdes consideraveis entre as
variedades e ao longo do tempo de armazenamento. E crucial destacar ha auséncia de limites
especificos para BAs em cogumelos. Os limites utilizados nesta discussao referem-se a outros
alimentos e foram considerados para fins de comparagdo. Adicionalmente, a sensibilidade do
método analitico pode influenciar a deteccdo das aminas, e fatores como condi¢des de cultivo e

processamento podem impactar a formagao desses compostos (Vasconcelos ef al., 2021).

O cogumelo Hiratake apresentou aumento progressivo na concentracdo de espermidina,
atingindo 9,7 mg kg! no quinto dia. A legislacdo estipula limites para queijos e produtos carneos
na faixa de 50-100 mg kg! (Bulula et al., 2017; Coelho, 2012; Vasconcelos et al., 2021), A
triptamina também aumentou no Hiratake, atingindo 4,0 mg kg no quinto dia, estando abaixo do
limite de 100 mg kg estabelecido para queijos maturados (Chang & Miles, 2004; RYS et al., 2022;
Jakabova et al., 2024).

No Champignon de Paris, apenas a putrescina foi detectada no quinto dia (1,5 mg kg), valor
inferior ao limite de 900 mg kg para produtos carneos fermentados (Shalaby, 1996; Doeun et al.,

2017).
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O Porto Belo apresentou a maior diversidade e concentracdo de aminas. A putrescina
atingiu 7,6 mg kg no quinto dia. A cadaverina foi detectada apenas no quinto dia (6,6 + 0,5 mg
kg), também abaixo do limite para produtos carneos (Shalaby, 1996; Gomes et al., 2014). A
espermidina (14 mg kg) e a espermina (2,6 mg kg) no quinto dia ndo excederam os limites
estabelecidos para queijos, produtos carneos (Bulula et al., 2017; Coelho, 2012; Vasconcelos et
al., 2021) e produtos carneos fermentados (30 mg kg) (Chang & Miles, 2004; Suzzi & Gardini,
2003), respectivamente. A triptamina também ndo ultrapassou o limite para queijos maturados,

atingindo 4,6 mg kg no quinto dia.

Esses resultados indicam que o acimulo de BAs em cogumelos varia significativamente
entre as variedades e aumenta com o tempo de armazenamento. O Porto Belo demonstrou maior
suscetibilidade ao acumulo de aminas biogénicas. Assim, esses resultados reforgcam a necessidade
de estudos mais aprofundados sobre os niveis seguros de aminas biogénicas em cogumelos,
visando garantir a seguranca alimentar e a saude publica, especialmente para individuos sensiveis

a essas substancias (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2011).
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho propde um novo método de anélise, para a determina¢ao de aminas
biogénicas em amostras de cogumelos e potencialmente aplicavel a diversos alimentos solidos e
liquidos, utilizando a eletroforese capilar com detec¢do indireta. As principais vantagens do
método incluem o curto tempo de analise, dispensavel as etapas de derivatizacdo e o custo-

beneficio em relacao a outras técnicas de separagao.

O desenvolvimento inicial do método de detec¢ao direta com derivatizagdo de aminas foi
dificultado pela separacdo entre espermidina e espermina, e entre tiramina e triptamina. Diversos
aditivos organicos, ciclodextrinas e surfactantes foram testados em diferentes combinagdes

instrumentais, sem sucesso, impedindo a continuidade do método.

O método de detec¢do indireta otimizado apresenta os seguintes parametros analiticos e
instrumentais: eletrélito constituido por 15 mmol L™ de imidazol, 30 mmol L' de éter coroa,
7 mmol L de a-ciclodextrina e 3,5 mmol L' de EDTA (pH 4,0). Os parametros instrumentais
selecionados foram: 15 kV, 29°C, 30 mbar por 5 segundos, 214 nm de comprimento de onda e
58,5 cm de capilar. A validagdo do método apresentou boa seletividade, linearidade, limites de
deteccdo e quantificagdo adequados, além de valores de precisdo e exatidao adequados, garantindo

sua aplicabilidade para a analise de aminas biogénicas em amostras de cogumelos

A avaliag¢do da qualidade e degrada¢dao dos cogumelos ao longo do tempo, revelou que o
congelamento ¢ a estratégia mais eficaz para preservar a qualidade dos cogumelos, evitando a
formagdo de aminas biogénicas durante o armazenamento. Por outro lado, a refrigeracdo simples
pode ser utilizada por curtos periodos, mas apresenta riscos de formagdo de compostos
indesejaveis, especialmente na variedade Porto Belo. A auséncia de limites regulatorios
especificos para BAs em cogumelos destaca a necessidade de estudos adicionais para estabelecer
padroes de seguranca alimentar. Os resultados deste estudo contribuem para o avango na
compreensdo da dindmica de formagdo dessas substancias e refor¢gam a importancia do

monitoramento dessas substancias para garantir a seguranca do consumidor.

Recomenda-se que estudos futuros avaliem a eficdcia do método proposto em outros

alimentos, abrangendo tanto produtos sélidos quanto liquidos, de modo a consolidar sua robustez
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e versatilidade. Ademais, ¢ pertinente investigar a dindmica de formacao de aminas biogénicas em
cogumelos submetidos a diferentes condi¢des de conservacao, tais como desidratagdo, conserva
em 6leo ou em salmoura, a fim de compreender seu impacto na seguranca ¢ na qualidade do

produto final.

Outro aspecto relevante para futuras investigagdoes ¢ a compreensdao dos mecanismos que
levaram a maiores concentragdes de aminas biogénicas na variedade Porto Belo em relagcdo as
demais. Tal andlise poderia envolver a caracterizacdo da microbiota associada a cada variedade,

bem como a investigacdo de fatores genéticos e metabolicos intrinsecos aos cogumelos.

Além disso, propde-se a realiza¢ao de estudos toxicologicos que avaliem os potenciais riscos
a saude decorrentes do consumo de cogumelos com altos niveis de aminas biogénicas,
contribuindo para a defini¢do de limites seguros e a adocao de politicas regulatdrias. Finalmente,
a investigacdo do impacto de diferentes praticas de cultivo e colheita na formacdo dessas
substancias pode fornecer subsidios valiosos para a produgdo de cogumelos mais seguros € com

maior qualidade.
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