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Os aminoéacidos sao compostos organicos abundantes em tecidos animais, sobretudo em
carne e produtos carneos, na forma livre ou de polimeros, participando de reacdes
bioguimicas, podendo ser precursores de compostos de interesse no controle de qualidade
destes alimentos. O objetivo do presente trabalho foi otimizar e validar um método para
determinacdo de aminoé&cidos livres por cromatografia em fase gasosa em salame tipo
ltaliano submetido a banho ultrassénico por 3, 6 e 9 min. Os aminoacidos livres foram
avaliados na massa de salame nao fermentada/maturada (tempo inicial), no produto
acabado (28 dias) e ap6s 120 dias da fabricagédo. A extracdo dos analitos foi realizada com
a utilizacao de HCI 0,1 N. Uma aliquota das amostras foram submetidas a secagem a vacuo
seguida de derivatizacdo com MTBSTFA, a qual foi otimizada em relacdo ao tempo,
temperatura e solventes de reacdo (piridina e acetonitrila). As condi¢cfes instrumentais e
cromatograficas de temperatura do injetor, pressdo constante e programacao de
temperatura da coluna foram otimizadas para garantir a seletividade e eficiéncia do método.
O emprego da mistura de acetonitrila/MTBSTFA na propor¢do de 1:1 (v/v), utilizando a
temperatura de 100 °C por 2 h promoveu a derivatizacdo de todos os L- aminoacidos
contidos nos padrdes analiticos. A temperatura do injetor a 320 °C e pressao constante de
15 psi proporcionou a melhor na eficiéncia na transferéncia de massa dos analitos para
coluna, proporcionando também maior resolucdo e precisdo. Os coeficientes de
determinacédo obtidos para os aminoacidos foram maiores que 0,99, com excec¢ao da glicina
(0,98). Quatorze aminoéacidos apresentaram faixa linear entre 1,0 — 160,0 ug mL™, com LOD
e LOQ variando entre 0,3 e 10 pg mL™ e 1 e 20 pg mL™ e preciséo intra-dia com coeficientes
de variacdo menores que 15% para a maioria dos analitos. O aumento nas concentragdes
da maioria dos aminoacidos foi observado com decorrer do tempo do
processamento/armazenamento, indicando que houve uma intensa atividade proteolitica
com liberacdo de aminoacidos livres. No produto pronto (28 dias), os tratamentos com
ultrassom afetaram significativa (p<0,05) a concentracdo de alguns amino&cidos. Nesse
ponto, os aminoacidos alanina, glicina, valina, leucina, prolina e metionina (apolares) e
tirosina (polar sem carga) apresentaram concentragdes inferiores ao controle, por outro lado
foi observado um aumento dos de acido glutdmico e arginina. Os aminoacidos livres
encontrados nas amostras de salame sdo compostos importantes, pois através de reacdes
quimicas de descarboxilacdo ou desaminacdo podem ser precursores de compostos
volateis responsaveis pelo sabor/aroma caracteristicos do produto carneo processado.
Dessa forma, o emprego de técnicas analiticas ndo convencionais, como a cromatografia
em fase gasosa, para a determinagdo de amino&cidos livres, permite a obtencdo de
informagbes de grande importancia no controle de qualidade e desenvolvimento de
produtos, correlacionando as propriedades tecnolégicas e nutricionais com as propriedades
sensoriais que envolvem 0s aminodcidos como precursores.

Palavras-chave: aminoacidos, cromatografia a gés, validacdo de métodos, derivatizagao, ultrassom.
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Amino acids are organic compounds abundant in animal tissues, especially in meat and
meat products, in free form or polymers, participating in biochemical reactions and may be
precursors of compounds of interest in the quality control of these foods. The aim of this
study was to optimize and validate a method for determination of free amino acids by gas
chromatography in Italian dry fermented sausage subjected to ultrasonic bath for 3, 6 and 9
min. Free amino acids were evaluated in salami pieces fermented/seasoned (initial time), at
finished product (28 days) and 120 days after manufacture. The extraction was performed
using 0.1 N HCI. An aliquot of samples were subjected to vacuum drying, followed by
derivatization with MTBSTFA, which has been optimized with respect to time, temperature
and reaction solvents (pyridine and acetonitrile). The instrumental and chromatographic
conditions of injector temperature, constant pressure and column temperature program was
optimized to ensure the method selectivity and efficiency. The use of a mixture of
acetonitrile/MTBSTFA in the ratio 1:1 (v/v) using a temperature of 100 °C for 2 h promoted
derivatizing all L-amino acids contained in the analytical standards.The injector temperature
of 320 °C and 15 psi constant pressure gave the best efficiency in mass transfer of the
analytes into the column, while also providing higher resolution and accuracy. The
determination coefficients obtained for amino acids were higher than 0.99, except for glycine
(0.98). Fourteen amino acids showed a linear range of from 1.0 to 160.0 mg L™ with LOD
and LOQ ranged between 0.3 and 10 g mI™* and 1 and 20 mg L™ and inter-day coefficients of
variation accurately less than 15% for most analytes.The increase in the concentrations of
most amino acids was observed over time processing/storage, indicating that there was an
intense proteolytic activity with the release of free amino acids. In the finished product (28
days), treatment with ultrasound affected significantly (p <0.05) concentration of some amino
acids. At this point, the amino acids alanine, glycine, valine, leucine, proline and methionine
(non-polar) and tyrosine (polar uncharged) showed lower concentrations to control, on the
other hand there was an increase of glutamic acid and arginine. The free amino acids found
in salami are important compounds because through chemical reactions of decarboxylation
or deamination can be precursors of volatile compounds responsible for characteristic
processed meat product flavor/aroma. Thus, the employment of no conventional analytical
techniques such as gas chromatography for determination of free amino acids allows
obtaining information of great importance for the quality control and product development,
correlating the technological and nutritional properties with the properties sensory involving
amino acids as precursors.

Key words: free amino acids, gas chromatography, method validation, amino acids derivatization.
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INTRODUCAO

Os aminoacidos sdo compostos organicos abundantes em tecidos animais,
especialmente em carne e produtos cérneos e, normalmente, podem ser
encontrados na forma livre ou em polimeros ndo peptidicos, peptideos e proteinas
(JIMENEZ-MARTIN, 2012). O perfil de aminoacidos carneos influencia diretamente o
desenvolvimento do sabor dos produtos carneos (CHIANG et al., 2007),
intensificando a palatabilidade (BARYLKO-PIKIELNA, 2007) e servindo como
precursores na formacdo de compostos volateis responsaveis pelo odor/aroma
(PINNA et al., 2013).

A determinacdo do teor de aminoacidos livres e/ou proteicos em produtos
carneos € uma informacéo importante para avaliar a qualidade durante e p6s fabrico
(CORDOBA et al., 1994; JURADO et al., 2007; KE LIU et al., 2009; MARTIN et al.,
2001; PEREZ-PALACIOS et al., 2010). Desta forma, a mudanca na formulacédo ou
no processo de fabricacdo podem gerar impactos significativos no sabor dos
produtos carneos fermentados e/ou maturados, em consequéncia da dindmica das
alteracdes quimicas e bioquimicas das quais os aminoacidos sdo o substrato
(KECHAOU et al., 2009; STADTMAN, 2003). Dentre esses produtos, o salame é um
produto carneo que possui sabor e aroma caracteristicos devido a essas alteracfes
e pode ser comercializado em varios tipos diferentes, os quais caracterizam sua
origem ou processo de obtencdo, como salames tipo Italiano, Milano, Hamburgués,
Friolano, Calabrés, Aleméao e Napolitano, além do salaminho (BRASIL, 2000).

O Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Salame Tipo Italiano
(BRASIL, 2000a) visa fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade
gue devera obedecer o produto carneo denominado Salame. Desta forma, alguns
parametros sédo estabelecidos para o salame Tipo Italiano, como a atividade de agua
(méax. 0,90), teores de umidade (max. 35%), lipideos (max. 32%), proteina (min.
25%) e carboidratos totais (max. 4,0%). Desta forma, o salame € caracterizado por
constituir uma matriz muito complexa e dependente da relagcdo entre as mudangas
fisicas, quimicas e bioquimicas nas fracdes protéica, lipidica e de carboidratos.
Portanto, na etapa de maturacdo, ocorrem numerosas reacdes catalisadas pela

atividade das enzimas enddgenas da matéria prima, bem como pela atividade
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enzimatica microbiana, as quais determinam tanto a seguranca alimentar quanto a
qualidade sensorial do produto (ORDONEZ et al., 1999; RODEL; STIEBING, 1998).

Diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas para realizar a anélise de
aminoacidos, dentre as reportadas com maior frequéncia para determinacfes em
produtos cérneos estdo a cromatografia de troca iénica (IEC), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia em fase gasosa (GC). A técnica de GC
associada a diferentes detectores como o de espectrémetro de massas (GC/MS) e o
de ionizacdo em chama (GC-FID) apresenta um menor namero de aplicacbes na
literatura em relacdo as demais técnicas devido ao processo de derivatizacdo
moroso e instavel. No entanto, novas substancias utilizadas neste processo, como
tert-butil(dimetil)clorosilano (TBDMCYS) e N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-
trifluoroacetamida (MTBSTFA) minimizam esses problemas devido aos derivados
mais estaveis que contribuem para o aumento da robustez do método (JIMENEZ-
MARTIN, 2012; SOBOLEVSKY, 2003). A utilizagdo dessa ferramenta analitica
permite efetuar andlises de alta resolucdo com custo relativamente baixo em relacéo
a outras técnicas ja conhecidas, além da possibilidade de separar eficientemente os
analitos da matriz (MANDALAKIS; APOSTOLAKI; STEPHANOU,2010).

Atualmente, novas tecnologias denominadas verdes ou limpas tem sido
utilizadas para substituir as técnicas convencionais de extracédo e processamento em
alimentos, com o objetivo de reduzir custos, consumo de 4gua e energia e producao
de efluentes e substancias toxicas (CHEMAT et al., 2011). Dentre essas técnicas,
pode-se destacar o uso de ultrassom (US) (LEADLEY; WILLIAMS, 2008) por meio
de banhos ultrassdnicos ou sondas, sendo que essa tecnologia pode ser utilizada
também em conjunto com outras técnicas de analise de alimentos. Em produtos
carneos a aplicacdo do ultrassom por até 4 minutos induz a acao proteolitica através
da ativacéo do sistema calpaina devido a liberacdo de catepsinas dos lisossomos e
de ions calcio do reticulo sarcoplasmatico (JAYASOORIYA et al., 2007),
contribuindo para aumentar a maciez da carne. A atividade enziméatica de proteases
também pode ser acelerada pelo aumento de temperatura que ocorre durante a
exposi¢do ao ultrassom (CHANDRAPALA et al., 2012; DICKENS et al., 1991). Outra
consequéncia desse aquecimento € a desnaturacdo proteica, que poderia vir a
contribuir para o amaciamento do musculo (JAYASOORIYA et al., 2007). Além
disso, medicdes de velocidade de ultrassom tém sido utilizados para determinar a

composigdo das misturas de carne crua (BENEDITO et al., 2001). No entanto, ainda
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ndo ha estudos sobre o efeito da atividade ultrassdnica exercida diretamente na
matriz em relacéo ao perfil de aminoacidos livres em produtos carneos fermentados
e maturados. Nesse sentido, o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos
para a determinacdo de aminoacidos livres em produtos carneos permitira a
obtencdo de informacdes de grande importancia no controle de qualidade e
desenvolvimento desses produtos. Dessa forma, permitindo relacionar com impactos
nas propriedades tecnolégicas, nutricionais e sensoriais nos produtos oriundos da

aplicacao de novas tecnologias, como o ultrassom.



1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Quimica dos aminoacidos

Os aminoéacidos sdo monémeros fundamentais das proteinas, as quais sao
abundantes e funcionalmente diversas nos sistemas biol6gicos, sobretudo em varios
alimentos, como produtos carneos. Diversos tipos de aminoécidos sdo encontrados
na natureza, entretanto, apenas 20 deles encontram-se continuamente nas
proteinas na forma de isébmeros L- aminoacidos e, por isso, sdo chamados de
aminoacidos comuns ou padrdo (LEHNINGER, 2006). Os 20 aminoacidos padrdo
apresentam em comum um grupo carboxila e um grupo amino unidos ao mesmo
atomo de carbono (carbono a) e diferem-se uns dos outros por suas cadeias laterais
ou grupos R, os quais variam em estrutura, tamanho e carga elétrica, o que
influencia na sua solubilidade em &gua. Nesse sentido, 0 conhecimento da estrutura
dos aminoéacidos é importante, pois € a partir de sua cadeia lateral que reagem entre
si e com outras substancias. Em alguns casos, 0s aminoacidos livres apresentam na
molécula grupamentos funcionais, além dos grupamentos carboxilico e amino, que
também podem ser submetidos a reacbes de derivatizacdo para viabilizar sua
determinacao por métodos cromatogréficos.

A classificagdo dos aminoacidos os categoriza em cinco grandes grupos
baseados no grupamento R, sdo eles: grupo R alifaticos, também chamados
apolares ou hidrofébicos; grupo R aromatico; grupo R néo carregados, polares;
grupo R carregado positivamente; grupo R carregado negativamente (LEHNINGER,
2006), conforme Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas dos amino&cidos

pkal Pka2 Pka3 Peso  Solubilidade Hidrofobicidade Massa
Aminoacidos Simbolo Letra  (a-COOH) (a-NH3+4)  (Grupo R) Pl Molecular (gL™h (AGkcal/mol)* (D)
Apolares
Glicina Gly G 2,34 9,60 - 5,98 75,10 249,90 0 57,60
Alanina Ala A 2,34 9,69 - 6,00 89,10 167,20 0,40 71,80
Valina Val \Y 2,29 9,62 - 5,96 117,10 58,10 1,70 99,14
Leucina Leu L 2,3 9,60 - 5,98 131,20 21,70 2,30 113,17
Isoleucina lle I 2,36 9,68 - 6,02 131,20 34,50 2,50 113,17
Metionina Met M 2,28 9,21 - 5,74 149,20 56,20 1,70 131,21
Prolina Pro P 1,94 10,60 - 6,30 115,10 620,00 10 97,12
Fenilalanina Phe F 1,83 9,13 - 6,30 165,20 27,60 2,40 147,18
Triptofano Trp w 2,38 9,39 - 5,89 204,20 13,60 3,10 186,21
Polares sem carga
Serina Ser S 2,2 9,15 - 5,58 105,10 422 -0,10 87,08
Treonina Thr T 2,21 9,15 - 5,68 119,10 13,20 0,40 101,11
Asparagina Asn N 2,02 8,80 - 5,41 132,10 28,50 -0,80 114,11
Glutamina GIn Q 2,17 9,13 - 5,65 146,10 7,20 (37°C) -0,30 128,14
Tirosina Tyr Y 2,2 9,11 10,07 5,66 181,20 0,40 1,30 163,18
Cisteina Cys C 1,96 10,28 8,18 5,07 121,10 - 2,10 103,14
Carregados
Lisina Lys K 2,18 8,95 10,53 9,74 146,2 739,00 -1,40 128,18
Arginina Arg R 2,17 9,04 12,48 10,76 174,2 855,60 -1,40 156,20
Histidina His H 1,82 9,17 6.00 7,59 155,2 - 0,20 137,15
Acido aspéartico Asp D 1,88 9,60 3.65 2,77 1331 5,00 -1,10 115,09
Acido glutamico Glu E 2,19 9,67 4.25 3,22 147,1 8,50 -0,90 129,12

Fonte: DEMODARAN; PARK;FENNEMA (2010);*FAUCHERE; PLISKA (1983)
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Cada reacdo ibnica é definida por uma constante de acidez, Ka e um pKa (-
log Ka). Todos os grupos a-carboxilicos dos 20 aminoacidos tém valores de pKa
préoximos, mas diferentes (pKa 2 a 3), 0 mesmo se observa para 0S grupos a-amino
(pKa 9 a 10). O ponto onde se observa o fim da liberacdo de protons por parte do
grupo carboxil € o ponto isoelétrico, pl, esse ponto possui um pH caracteristico, onde
se observa todo o aminoacido como ion dipolar, ou seja, a carga total é igual a zero.
Dessa forma € importante conhecer os pKas dos diferentes aminoacidos para a
melhor compreensdo das reacdes fisico-quimicas que podem ocorrer nos
procedimentos de extragcdo, desproteinizagao e derivatizacdo, e consequentemente,
na determinagcdo desses compostos. Ademais, 0S grupos reativos, tais como amino,
carboxila, sulfidrila, fenol, hidroxila, tioéter, imidazol, e guanila, em aminoacidos
livres e proteicos sdo capazes de sofrer reacdes quimicas que sdo semelhantes as
que ocorreriam se fossem ligados a outras moléculas organicas pequenas
(DEMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

1.2 Determinacdo de aminoacidos livres em alimentos

Existem diferentes métodos para proporcionar a quebra das ligacdes
peptidicas, tornando possivel a determinacdo de aminoacidos proteicos em
alimentos, entretanto, a hidrolise quimica é a mais utilizada e eficiente quando
comparada a hidrélise enzimatica. O procedimento de hidrélise quimica
normalmente é realizado com solucéo de &cido cloridrico 6 mol L™ a 110 °C por 20 -
24h (FOUNTOULAKIS; LAHM, 1998; KRACMAR et al., 2000; NAIR et al., 1976). No
entanto, para a determinacdo de aminoacidos livres o preparo da amostra
normalmente envolve a etapa de solubilizagéo dos analitos em solugcdo 0,1 mol L™
de acido cloridrico, entdo esta solucéo é filtrada, e muitas vezes eluida em cartucho
de extracdo em fase solida de exclusdo molecular para reter interferentes de maior
massa molecular. Aristoy e Toldra (1991) estudaram a acdo de trés solventes
diferentes para extracéo de aminoacidos livres (tampé&o fosfato 0,03 mol L™, tampao
acetato 0,05 mol L™ e HCI 0,1mol L) e verificaram que ao utilizar o &cido cloridrico

maiores recuperagdes foram obtidas em carne fresca suina e em presunto curado.
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1.3 Derivatizacao

As determinagbes dos aminoacidos proteicos e/ou livres normalmente sao
realizadas em sistemas seletivos de separacdo que envolvem técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia em fase gasosa (PEACE;
GILANE, 2005). A HPLC é a técnica de maior aplicacdo em rotinas analiticas e
pesquisas em alimentos. Para esta técnica, varios reagentes derivatizantes tém sido
propostos a fim de assegurar a seletividade analitica e a deteccdo na regido do
ultravioleta e visivel. A reacdo de derivatizacao pode ser realizada antes da andlise
ou on-line no HPLC nos modos pré-coluna ou pos-coluna. A ninidrina tem sido um
derivatizante amplamente utilizado na pdés-coluna em sistemas de separacao por
troca ibnica e deteccdo na faixa do visivel (KLEIN, DUDENHAUSEN, 1995;
MARSHALL; SHAFFER; CONKERTON, 1989; MOORE; PACKMAN; STEIN, 1958).
Reagentes de derivatizacdo pré-coluna, usando uma separag¢ao por cromatografia
em fase reversa foram propostos, entre eles, sdo relevantes o cloreto de dansil
(TAPUHI et al., 1981), o orto-ftaldeido (OPA) (GRATACOS-CUBARSI et al., 2013;
JONES; GILLIGAN, 1983), que ndo reagem com a prolina e cisteina; 9-cloroformato
de fluorenilmetil (FMOC), com o problema de interferéncias do excesso de reagente
ou subprodutos da reacdo (EINARSSON, 1985); isotiocianato de fenil (PITC)
(COHEN; STRYDOM, 1988; REINA et al.,, 2014)cujos derivados podem coeluir;
aminoquinolil-6-carbamato de N-hidroxisuccinimidil (AQC) (STRYDOM; COHEN,
1994), cujo produto de hidrélise interfere na determinacdo; além destes, as
combinac¢des de reagentes (OPA/FMOC,FMOC-CI/ADAM) também foram testadas
(HEEMS et al., 1998; REINA et al., 2014; VASQUES-ORTIZ et al., 1995) a fim de
resolver alguns dos problemas ja mencionados. Contudo, a técnica de HPLC pode,
para algumas matrizes complexas, apresentar perda significativa de seletividade e
detectabilidade na determinacdo de aminoacidos. Nesse sentido, a cromatografia
em fase gasosa pode apresentar algumas vantagens, pois apresenta um poder de
resolucao significativamente maior do que a HPLC dependendo do derivatizante
utilizado na analise de aminoacidos (JIMENEZ-MARTIN, 2012). Com o emprego da
GC foi evidenciado a separacdo enantiomérica de varios aminoacidos
(PIETROGRANDE; BASAGLIA, 2010; ZAHRADNICKOVA et al., 2007).
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1.3.1 Derivatizacdo em cromatografia em fase gasosa

A analise por cromatografia em fase gasosa requer caracteristicas especificas
dos analitos, que s&o, principalmente, volatilidade e estabilidade térmica compativel
ao sistema. Os aminoacidos sdo substancias constituidas por grupos funcionais
fortemente polares, naturalmente ndo sédo volateis, assim, para sua analise por GC é
necessaria uma etapa prévia de derivatizacdo, que deve ser criteriosamente
estudada para se obter, principalmente, recuperacdo aceitavel dos analitos na etapa
de validacéo.

A derivatizacdo consiste na substituicdo dos hidrogénios livres ativos das
funcdes quimicas (funcbes polares) dos aminoacidos por grupamentos mais
apolares que ndo apresentem a caracteristica de formacdo de ligacbes de
hidrogénio (SEGURA et al., 1998). Em decorréncia disso, ocorrem modificagdes da
estrutura quimica do analito e também do perfil de fragmentacdo do mesmo,
possibilitando assim a analise por GC-FID e GC/MS. Portanto, a introducdo de
alguns elementos ou grupos por meio da derivatizacdo quimica pode aumentar a
resposta do detector ou gerar espectros de massa Uteis para a elucidacdo das
caracteristicas estruturais dos analitos e sua deteccdo em matrizes complexas
(SEGURA et al., 1998). Nesse sentido, a derivatizacdo é uma reacao quimica que
modifica 0os compostos de interesse em outros, com o proposito de gerar produtos
com propriedades cromatograficas adequadas, como a reducdo do ponto de
ebulicdo ou de afinidade a uma coluna cromatografica com fase estacionaria
especifica (COLLINS et al.,, 2006). Para analises por GC, moléculas contendo
grupos funcionais como —COOH, —OH, —NH, —SH s&o preocupantes em alguns
casos devido a capacidade de formar pontes de hidrogénio ou liga¢des dipolo-dipolo
entre as moléculas, acarretando em fraca volatilidade, insuficiente estabilidade
térmica, ou ainda proporcionar interacbes demasiadas dos analitos com a fase
estacionaria e/ou liner (HALKET; ZAIKIN, 2003). Neste sentido, as reacdes de
derivatizacdo mais empregadas que podem ser utilizadas em analise por GC séo
alquilacao, acilacao e sililacdo (SCHUMMER et al., 2009; GREENE; WUTS, 1993).
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1.3.1.1 Alquilagao

A alquilacdo é usada principalmente como 0 primeiro passo para outras
derivatiza¢gdes ou como um método de protecdo de certos atomos de hidrogénio
ativos em uma molécula da amostra. Ela representa a substituicdo de um hidrogénio
ativo por um grupo alifatico ou alifatico-aromatico, como o benzil, em um processo
de esterificacdo (BIZKARGUENAGA et al., 2013).

A substituicdo de hidrogénio por um grupo alquil € importante porque o
derivado tem baixa polaridade, em relacdo a substancia-mde. Os reagentes sdo
utilizados para modificar compostos, tais como acidos carboxilicos e fendis. Os
produtos resultantes sédo éteres, ésteres, tioéteres, tioésteres, n-alquilaminas, e n-
alquilamidas. A alquilacdo de grupos fracamente acidos (por exemplo, &lcoois)
requer catalisadores fortemente basicos (como metoxido de potassio ou sodio).
Grupos mais é&cidos (fendis, &cidos carboxilicos) requerem catalisadores menos

bésicos como cloreto de hidrogénio e trifluoreto de boro (KNAPP, 1979)

1.3.1.2 Acilacéo

A acilacdo é outra técnica de derivatizacéo utilizada, especialmente quando a
GC/MS é aplicada. Ela consiste na introducdo de um grupo acila na molécula,
prendendo um atomo de hidrogénio reativo, ou seja, € a conversdo de compostos
gue contém hidrogénios ativos (-NH, -OH, -SH) em amidas, ésteres, tio ésteres ou
da acdo de um acido carboxilico ou derivado carboxilico (SEGURA et al., 1998).
Derivados acilados podem ser obtidos a partir de uma grande variedade de grupos
funcionais: alcoois, aminas, amidas, tiois, fendis, endis, sulfonamidas, compostos

insaturados e anéis aromaticos (KNAPP, 1979).
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1.3.1.3 Sililagéao

A derivatizacdo por sililacdo € a mais usada, pois € mais simples, rapida e
versétil, além de ser compativel com a cromatografia em fase gasosa. Essas
reagcbes caracterizam-se por ocorrerem em etapa Unica e por apresentarem alto
rendimento, mesmo em condi¢cfes brandas. Ao realizar uma sililacéo, bloqueia-se os
sitios proticos, havendo uma reducédo de interacbes do tipo dipolo-dipolo, tendo
como beneficio pratico o aumento da volatilidade dos compostos, obtendo-se alta
resolucdo e eficiéncia cromatografica (BLAU; HALKET, 1993; HALKET; ZAIKIN,
2003).

A facilidade de derivatizacéo de diferentes grupos funcionais dos aminoacidos
com um agente sililante segue a ordem: acido carboxilico > amina > amida. Dentro
dessa sequéncia de reatividade, também pode haver influéncia de impedimentos
estéricos da estrutura do composto. Desse modo, grupos primarios reagem mais
rapidamente que grupos secundarios, 0s quais reagem mais rapido que grupos
terciarios (BLAU; HALKET, 1993; HALKET; ZAIKIN, 2003).

Em relacdo as condicBes analiticas, deve-se considerar que 0s reagentes
sillantes e seus respectivos derivados sdo sensiveis ao efeito hidrolitico.
Consequentemente, é necessario que as reacfes ocorram em frascos selados e
com o derivatizante em excesso. Além disso, € importante que se opte por um
solvente apropriado para a reacao ocorrer, como a sililagdo ocorre em hidrogénios
ativos, devem-se evitar solventes préticos e, em alguns casos, o proprio agente
sililante pode ser empregado para esse propésito. Piridina, hexano, isoctano (ISOC),
dimetilformamida, dimetilsulfoxido, tetrahidrofurano e acetonitrila (ACN) sdo os
solventes comumente empregados. Geralmente, emprega-se aquecimento do
sistema para favorecer uma derivatizagéo efetiva (HALKET; ZAIKIN, 2003). Devido a
diferenca de reatividade de varios compostos polares, diversos agentes sililantes
foram desenvolvidos para a sililagdo, com poder silil-doador distinto. Geralmente,
para analises em GC, adicionam-se aoscompostos polares grupos trimetilsilil (TMS)
ou terc-butil(dimetil)silil (TBDMS). Nas analises em que o objetivo € a obtencao de
derivados TMS, os agentes sililantes rotineiramente empregados s&o
trimetilclorosilano  (TMCS), N,Obis (trimetilsilil) acetamida (BSA), N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA), N-trimetilsililimidazol (TMSIM),
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hexametilsillazano (HMDS) e N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA),
além de misturas entre eles, com o intuito de catalisar as rea¢gbes ou derivatizar
moléculas complexas. Ja quando o objetivo € obter derivados-TBDMS como
produto, agentes derivatizantes como tert-butil(dimetil)clorosilano (TBDMCS), N-tert-
butil(dimetil)  sililimidazol (TBDMSIM) e N-tert-butil(dimetilsilil)-N-(metil)-
trifluoroacetamida (MTBSTFA) sdo empregados, ou a mistura deles, para reagirem
com moléculas mais complexas (BLAU; HALKET,1993).

Nas andlises com a utilizacdo de derivatizantes sililantes, quando se deseja
obter derivativos-TMS, o MSTFA se destaca por ser mais volatil que o BSA e o
BSTFA, ainda que possua poder silil-doador similar a ambos. TMCS e o imidazol
podem ser utilizados como catalisadores, com o propdésito de aumentar o poder de
sililacdo do MSTFA (BLAU; HALKET, 1993).

A derivatizacdo dos aminoacidos com o emprego do reagente derivatizante N-
metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida (MTBSTFA) é vantajosa, jA que
permite a sililagcdo simultanea de grupos amino e carboxila em uma Unica etapa e
consequentemente reduz o tempo de preparo da amostra significativamente.

O mecanismo de reacdo da sililacdo € via substituicdo nucleofilica de
segunda ordem (Sn2), onde o par de elétrons do heteroatomo mais eletronegativo,
por exemplo, oxigénio, nitrogénio ou enxofre, ataca o atomo de silicio do grupo silil
pela regido de menor impedimento estérico, produzindo um estado de transicao
bimolecular (Figura 1). O grupo de saida (X) deve possuir baixa basicidade -
habilidade de estabilizar uma carga negativa no estado de transicdo - e pouca ou
nenhuma tendéncia para retro-ligagao 1 (p-d) com o atomo de silicio. Além disso, o
grupo de saida ideal deve ser tal que rapidamente saia do estado de transicao
durante a reacdo, além de possuir estabilidade quimica suficiente para permitir o
armazenamento do derivatizante em longo prazo para o uso quando necessario.
Como a formacdo do estado de transicdo € reversivel, a derivatizacdo ira ocorrer
completamente apenas se a basicidade do grupo de saida X for maior que a do
grupo Y (BLAU; HALKET, 1993).
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Figura 1 - Representacdo esquematicado mecanismo geral da sililac&o.

A sililacdo por MTBSTFA em conjunto GC/MS e GC-FID pode ser um método
alternativo para andlise de tracos de aminoacidos livres em produtos carneos. Nao
obstante, a técnica baseada em GC/MS, pode ser considerada vantajosa devido ao
fato de proporcionar uma melhor resolu¢cdo cromatogréfica, identificacdo precisa e
inequivoca de aminoacidos em matrizes alimenticias, portanto, sendo uma técnica
com alta sensibilidade e seletividade (JIMENEZ-MARTIN, 2012). Devido a sua
simplicidade e utilizacdo limitada de reagentes quimicos este método pode ser
considerado adequado, além de ser eficiente na determinacdo de aminoacidos em
concentracfes diminutas nos alimentos com recuperacfes na faixa de 90-100%
(RODIER et al., 2001).

Dessa forma as reagOes de derivatizagcdo citadas séo utilizadas
principalmente com o intuito de aumentar a volatilidade e a estabilidade térmica;
melhorar as propriedades cromatograficas para analise por GC/MS e GC-FID; obter
novas ou adicionais informacdes estruturais; estudar o mecanismo de dissociacao
ibnica; aumentar a sensibilidade e seletividade de andlises em nivel tracos; e
determinacdo quantitativa por monitoramento de ion selecionado (SIM) (HALKET;
ZAIKIN, 2003).

1.4 Validagdo de métodos cromatogréaficos

7

O bom desempenho de qualquer técnica analitica é influenciado pela
qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos calculos

envolvidos no seu processamento. Nesse sentido, €é necessaria a

mensuracao/avaliacdo de alguns parametros analiticos a fim de assegurar a
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aplicabilidade e o alcance de um método durante as operacdes de rotina de um
laboratério, além de garantir que o mesmo gere informagfes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra (RIBANI et al., 2004). Logo, o estabelecimento dos
limites por meio da estimativa das figuras de mérito do método tais como
seletividade, linearidade, precisédo (intra e interdia), exatidao (recuperacéo), limite de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), que sédo avaliadas na etapa denominada
validacdo (RIBEIRO et al., 2008), com o0 proposito de assegurar a qualidade dos

resultados da determinacdo de qualquer analito.

1.4.1 Seletividade

A seletividade analitica de um método instrumental refere-se a medida em
gue o método pode ser utilizado para determinar precisamente analitos especificos
em misturas, ou matrizes sem interferéncias de outros componentes (IUPAC, 2001)
como impurezas, produtos de degradacao, excipientes de comportamento similar.

Dessa forma, a seletividade € um importante parametro para a determinacao
inequivoca e exata de qualquer analito presente em matrizes complexas como 0s

alimentos.

1.4.2 Curva analitica e linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracao da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (BRASIL, 2003). A correlagao linear entre o sinal
medido e a concentracdo da espécie € expressa graficamente por meio da chamada
curva analitica, onde a abscissa representa a concentracdo do analito e a ordenada
apresenta o sinal do detector. O céalculo da concentracdo dos analitos utiliza uma
relacdo matemética, a qual pode ser obtida usando o modelo conhecido como
regressdo linear (BARROS NETO; PIMENTEL; ARAUJO, 2002) determinada pelo



29

método dos minimos quadrados, de acordo com a equacdo da reta representada
abaixo.

y= ax+b

onde:

y = resposta medida (altura ou area do pico, absorbancia, etc.);
X = concentracao do analito de interesse;

a = inclinacdo da curva de calibracdo — sensibilidade;

b = interse¢é&o com o eixo y, quando x = 0.

A linearidade pode ser observada através do grafico de dispersédo dos pontos
da curva e pelo coeficiente de correlacdo “R?”, produto da regressado linear das
observacfes. Adicionalmente, a regresséo fornece a equacdo matematica utilizada
para prever resultados amostrais, onde se apresenta 0s termos da expressao linear
e angular (a e b, respectivamente). O coeficiente de correlacdo permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préoximo de 1,0, menor a
disperséo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes
de regressdo estimados, sendo que valores acima de 0,99 e 0,90 séo
recomendados pela ANVISA (BRASIL, 2003) e pelo INMETRO (2003),
respectivamente. Os analitos de interesse podem ser quantificados pelo método de
padronizacao externa, padronizacao interna e superposi¢cado da matriz.

O método de padronizacdo externa € realizado através da comparacédo da
area da substancia a ser quantificada na amostra com as areas obtidas por meio de
solucdes de concentracdes conhecidas, em diversas concentracfes, preparadas a
partir de um padrdo. A partir disso, obtém-se o cromatograma correspondente a
cada uma delas e, em um grafico, relacionam-se as areas obtidas com as
concentracbes. Com o emprego deste grafico ou a equacéo da curva resultante, a
concentracdo desta substancia na amostra pode ser calculada a partir da area da
substancia obtida no cromatograma resultante quando esta € injetada
separadamente. O método de padronizacéo interna consiste no preparo de solucdes
padrdo de concentragcdes conhecidas da substéncia de interesse, a qual é
adicionada em uma quantidade conhecida na amostra e se denomina padr&o interno

(PI). Apés analise dessas solugdes, constroi-se um grafico, relacionando a razéo de
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areas dos picos cromatogréficas (area da substancia/area do padrdo interno, que
tem concentragdo constante) com a concentracdo (variada) da substancia
(INMETRO, 2003). J4 o método de superposicdo de matriz define-se na adi¢cdo do
padrdao da substancia em diversas concentracdes sem uma matriz similar a da
amostra, isenta da substancia, e construcdo do grafico de calibracdo relacionando
as areas obtidas com as concentragcbes dos padrdoes. Entretanto, tem o
inconveniente de ndo proporcionar a magnitude do efeito de co-extratos, além de
aumentar o custo e o tempo das andlises (EGEA-GONZALEZ et al., 2002).

1.4.3 Precisao

A precisdo representa a dispersdao dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condicbes definidas (INMETRO, 2003). A precisdo é avaliada
comumente pelo desvio padrdo absoluto (s), intervalo de confianca da média de um
namero de medi¢cdes ou pelo desvio padrdo relativo (RSD), conhecido como
coeficiente de variagcéo (CV), conforme a seguinte expressao:

RSD(%) =CV(%)=(S/Xm) X100

Onde:
s: desvio padrao absoluto das medices em replicatas;

Xm: Média das medicBes em replicatas

A precisdo pode ser expressa como repetitividade, em que & observada a
variacdo (CV) em replicatas da amostra analisadas no mesmo dia. Para métodos ao
nivel de tracos, valores de RSD% até 20% sé&o aceitaveis (HUBER, 1998).
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1.4.4 Limite de deteccéo (LOD) e Limite de quantificacao (LOQ)

Em um determinado procedimento experimental, LOD representa a menor
concentracdo da substédncia em exame que pode ser detectada, podendo ser
calculada de véarias maneiras: método visual, método relacdo sinal-ruido, método
baseado em parametros da curva analitica (EURACHEM, 1998).

i) Método visual: o LOD é determinado através da comparacéao da adicao de
baixas concentracdes conhecidas do analito, de tal modo que se possa determinar o
menor nivel em que o analito realmente pode ser detectado, distinguido-sedo ruido
visualmente.

i) Método da relacdo sinal/ruido: o LOD ¢é determinado através da
comparacao entre a medicdo dos sinais de amostras com baixas concentragdes
conhecidas do analito na matriz e um branco da amostra. Assim, € estabelecida uma
concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A relacéo
sinal/ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, propor¢des geralmente aceitas como estimativas
do limite de deteccéo.

iif) Método baseado em parédmetros da curva analitica: o LOD é determinado
através de parametros da curva analitica de acordo com a equacéao:

LOD=3,3xs
S

onde:
s= a estimativa do desvio padrédo da resposta do coeficiente linear da equacéao
da reta da curva analitica

S=ainclinacdo ou coeficiente angular da equacéo da reta da curva analitica.

J4 o LOQ representa a menor concentracdo que um analito pode ser
guantificado. Os mesmos critérios de LOD podem ser adotados para o LOQ,
utilizando a relacdo 10:1, ou seja, o LQ pode ser calculado utilizando o método
visual, a relacdo sinal-ruido ou a relacdo entre a estimativa do desvio padrédo da
resposta (s) (que pode ser a estimativa do desvio padrao do branco, da equacéo da
linha de regressao ou do coeficiente linear da equagéao) e a inclinagdo da curva
analitica (S), em niveis proximos ao LOQ, conforme EURACHEM (1998), a partir da

equacao:
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LOQ=10xs

onde:
s= a estimativa do desvio padréo da resposta do coeficiente linear da equacao
da reta da curva analitica

S= a inclinacdo ou coeficiente angular da equacgéo da reta da curva analitica.

1.5 Aplicacbes da analise de aminoacidos em produtos céarneos

Os produtos carneos sofrem véarias reagcdes quimicas importantes em
decorréncia do seu alto teor proteico e lipidico. Assim, em determinados produtos
que passam por um periodo de maturagdo, como o salame, copa e presunto cru,
algumas alteracfes bioquimicas ocorrem devido a atividade proteolitica exercida por
enzimas endégenas e/ou microbianas e produzem peptideos e aminoacidos livres
(FLORES et al., 2009; LORENZO; BERMUDEZ; FRANCO, 2013; ORDONEZ et al.,
1999); Um elevado grau de hidrolise proteica esta diretamente relacionado ao
aumento do sabor de maturado em produtos carneos fermentados/maturados e
defumados (MARTUSCELLI et al., 2009). Um dos principais aspectos dessa relacao
esta no fato de aumentar a disponibilidade de aminoé&cidos livres, que sdo o0s
principais precursores dos compostos volateis importantes para o odor/aroma tipicos
desses produtos (JURADO et al., 2007; ORDONEZ et al., 1999; PINNA et al., 2013).

Pinna et al. (2013) reportaram a influéncia do catabolismo de aminoacidos na
formacdo do aroma caracteristico durante o periodo de maturagdo em presunto
Parma, e Jurado et al. (2007) em presunto Ibérico. Estes autores observaram o
aumento das concentragdes de compostos volateis responsaveis pelo aroma, como
aldeidos de cadeia ramificada, bem como tolueno e etilbenzeno, que foram
positivamente correlacionados com a presenca de aminoacidos livres. Além disso,
Aro Aro (2010) observou que a adicdo de culturas starters (Lactobacillus sakei +
Staphylococcus carnosus e Pediococcus pentosaceus + Staphylococcus xylosus)
em salame estava relacionada com o aumento significativo de aminoacidos livres
durante 21 dias de maturacdo, contribuindo para a formacdo do sabor e aroma

devido a atividade proteolitica enzimatica. Além de serem precursores de compostos
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volateis, a presenca de aminoacidos € importante nutricionalmente, uma vez que
Silva et al.(2013) encontraram concentracdes desejaveis de aminoacidos essenciais
(histidina, lisina, valina e leucina) em chourico de cabra defumado. Dessa forma,
produtos carneos maturados e defumados podem ser considerados como uma fonte
de proteina de alto valor biologico, fornecendo teores superiores desses nutrientes
em relacao ao valor diario recomendado a dieta humana (SILVA et al., 2013)

Cornet e Bousset (1999) demonstraram que o conteudo de aminoacidos esta
estreitamente relacionado com o tipo metabdlico das fibras e verificaram que
musculos oxidativos apresentaram teor mais elevado de acido aspartico, glutamina e
taurina e maiores teores de B-alanina e carnosina foram encontrados nos musculos
glicoliticos.

Sob aspecto toxicologico, alguns aminoacidos livres, como histidina, lisina,
triptofano, entre outros, sofrem reacdes de descarboxilagdo enzimatica e dessa
forma sdo precursores de compostos denominados aminas biogénicas. A sua
formacdo nos alimentos esta condicionada a disponibilidade de aminoacidos livres,
presenca de microrganismos descarboxilase positivos e, também, as condicbes
favordveis para o crescimento bacteriano, sintese e acdo de enzimas
descarboxilases (SHALABY, 1996). Durante o processo de cura de produtos
carneos as proteinases podem exercer intensa atividade proteolitica do musculo,
enquanto que na fermentacdo a desnaturacdo proteica favorece a protedlise como
consequéncia da acidez, desidratacdo e acdo do sal. Os fenbmenos proteoliticos
que ocorrem durante a maturacdo podem elevara concentragdo dos aminoacidos
precursores correlacionados com a formagdo das aminas biogénicas (VIDAL-
CAROWU et al., 2009).

A microflora utilizada como microrganismos starters pode fermentar
embutidos secos espontaneamente com a capacidade de produzir quantidades
significativas de putrescina e tiramina. As culturas iniciadoras, principalmente
bactérias acido laticas, reduzem o tempo de fermentacdo, contudo este grupo de
bactérias é associado com a producdo de aminas (GLORIA, 2005). Em
concentracdes consideradas significativas em alimentos como pescado, produtos de
pesca, carnes e alimentos fermentados (RABIE; PERES; MALCATA, 2014,
SHALABY, 1996) essas aminas tornam-se compostos téxicos, provocando efeitos

indesejaveis ao organismo, podendo serem prejudiciais a saude.
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Pelo exposto, € notoria a importancia de se desenvolver métodos eficientes
para a determinagdo do perfil de aminoacidos em alimentos, uma vez que esta
informacédo pode ser utilizada nos diferentes aspectos nutricionais e sensoriais do
desenvolvimento, maturacdo e armazenamento de produtos carneos. A utilizacdo da
determinacao por GC ainda que menos empregada que a HPLC apresenta-se como
uma alternativa vidvel e promissora para a determinacdo desses compostos em

produtos carneos.

1.6 Ultrassom na industria de alimentos

O ultrassom é uma onda mecanica acustica, logo necessita de um meio para
se propagar. As ondas acusticas sado classificadas levando em consideracdo a
frequéncia audivel pelo ouvido humano, que varia de 20 Hertz (Hz) a 20 kiloHertz
(kHz), de maneira que frequéncias abaixo de 20 Hz sao referidas como infrassom e
acima de 20 kHz como ultrassom (CARCEL et al., 2012). Ondas ultrassénicas de
alta energia séo de baixa frequéncia (20-100 kHz) e desenvolvem niveis de poténcia
mais altos (10-1000 W cm™@), com energia suficiente para romper enlaces
intermoleculares, sendo que intensidades superiores a 10 W cm™ originam efeitos de
cavitacdo, capazes de modificar algumas propriedades fisicas e favorecer reacdes
quimicas (PIYASENA et al., 2003; JAYASOORIYA et al., 2004).

O ultrassom pode ser aplicado em varias areas na industria de alimentos,
podendo-se destacar os processos de cristalizacdo, desgaseificacdo, secagem,
extracao, filtracdo, congelamento, homogeneizacao, esterilizacdo e amaciamento de
carne, além de descontaminacdo microbiolégica de utensilios e produtos
(DOLATOWSKI et al., 2007). Na elaboracdo de produtos carneos € aplicado para
reduzir o tempo de cozimento, melhorar a transferéncia de calor e a qualidade
sensorial. No congelamento de carnes, 0 seu uso propicia uma queda rapida de
temperatura, consequentemente favorece a formacdo de pequenos cristais e
melhora a difusdo (CHEMAT et al, 2011). Ademais, em produtos carneos que
utlilizam salmoura, o ultrassom reduz o tempo necessario de cura, melhorando sua

estabilidade e qualidade sensorial.



2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Determinacdo de aminodacidos livres por cromatografia em fase gasosa em
salame tipo Italiano submetido a banho ultrassénico na massa inicial (anterior a
fermentacdo), no produto fermentado/maturado (28 dias) e apos 120 dias de vida

atil.

2.2 Especificos

- Otimizar as condicbes cromatograficas para determinacdo de aminoacidos
livres por cromatografia em fase gasosa, utilizando o detector de ionizacdo em
chama (GC-FID).

- Desenvolver e validar o método de derivatizacdo de aminoacidos livres

extraidos de produtos carneos maturados.

- Avaliar o efeito de diferentes tempos de aplicacdo do ultrassom em relacéo
aos aminoacidos livres presentes em diferentes pontos de fabricacdo e

armazenamento do salame tipo Italiano.



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho consistiram na otimizacdo e validacdo de
método para a determinacdo simultanea de aminoacidos livres em salame tipo
Italiano e quantificacdo por GC-FID. Este trabalho foi desenvolvido no laboratoério de
Analise de Compostos Volateis e Precursores em Alimentos e Laboratorio de
Tecnologias Limpas Aplicadas a Alimentos, ambos pertencentes ao Departamento
de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos (DTCA) da Universidade Federal de Santa

Maria.

3.1 Reagentes, solventes e materiais utilizados

Os reagentes utilizados para as analises foram acetonitrila e diclorometano
(estabilizado com 1% de amileno), ambos os reagentes grau cromatografico e
agente derivatizante N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida (MTBSTFA)
todos adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos) e padrdes analiticos
sélidos dos L-aminoacidos (LAA21): Alanina, Glicina, Valina, Leucina Isoleucina,
Norleucina (padr&o interno), Prolina, Metionina, Serina, Treonina, Fenilalanina, Acido
Aspartico, Hidroxiprolina, Cisteina, Acido glutamico, Arginina, Asparagina, Lisina,
Glutamina, Histidina, Tirosina, Triptofano e Cistina (FLuka); Acido cloridrico 37%
(Fmaia, Brasil);dgua ultrapura, purificada em sistema Milli-Q Direct UV3®
(resistividade del8,2 MQ cm); detergente alcalino para limpeza da vidraria,
Extran®alcalino (Merck, Brasil); frascos de vidro (2 e 5 mL), com tampas de
polipropileno com rosca e septo de silicone com face interna de PTFE
(politetrafluoretileno), frascos de polipropileno do tipo Eppendorf (2 mL) e com tampa
rosqueada com (50 mL); Inserts com capacidade de 200 pL, para frascos de 2,0 mL;
gases: hélio e hidrogénio usado como gas de arraste, ar sintético usado como
comburente e nitrogénio como gas make-up no sistema GC-FID. Todos os gases
utilizados foram grau cromatografico 5.0 (White Martins, Brasil); papel filtro analitico;

sacos estéreis para homogeneizador de amostras tipo Stomacher.
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3.2 Instrumentacéao analitica

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram
Agitador do tipo Vortex, modelo QL-901 (Colemam, Brasil); balanca analitica de
precisdo Shimadzu, modelo AUY-220 (Japdo); centrifugas modelos 5403
(Eppendorf, Alemanha) e himac CP-WX (Hitachi,Jap&o) equipadas com sistema de
refrigeracdo; micropipetas monocanal com capacidade variavel (Labmate, Brasil);
processador de alimentos (Walita,Brasil); sistema de purificacdo de agua Milli-Q
Direct UV3e (Millipore, Bedford, MA, USA); blocos de aquecimento Concentrator e
Dry (Technal, Brasil), Banhos de ultrassom USC 1600 da (Unigue, Brasil) com
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 135 W; Homogeneizador de amostras tipo
Stomacher, modelo MK1204 (Boitton, Brasil); Bomba hidrovacuo, modelo Q355J

(Quimis, Brasil).

3.3 Amostras

As amostras de salame foram produzidas no Laboratério de Carnes e
derivados do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da Universidade
Federal de Santa Maria e os tratamentos de aplicacdo da radiacédo de ultrassom em

banho no Laboratério de Tecnologias Limpas Aplicada a Alimentos.

3.3.1 Producao dos salames tipo Italiano

Os salames tipo Italiano foram preparados conforme formulacé&o proposta por
Cichoski et al. (2009) a partir da mistura de 60% carne suina (pernil) moida em
disco de 10 mm, 30% carne bovina (paleta) moida em disco de 5 mm e 10% de

gordura retirada da paleta suina e moida em disco 10 mm. Foi também adicionado
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0,3% de cura para salames, 0,25% de eritorbato de sodio, 1% de condimento para
salame tipo lItaliano, todos fornecidos pela Kraki Kienast & Kratschmer Ltda (Santo
André, SP), 1% de sacarose (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, RJ), 1% de sal de
cozinha e cultura para salame (Lyocarni VBM-60, Sacco Brasil, Campinas, SP;
composta de Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, Pediococcus
pentosaceus e Pediococcus acidilactici) previamente ativada conforme proposto por
(TERRA; FRIES;TERRA, 2001) e adicionada conforme recomendacdes do
fabricante (20 g cultura para cada 100 kg massa). Todos os ingredientes foram
adicionados em misturadeira (modelo MJI 35, Jamar LTDA, Tup&, SP) e misturados
por 15 minutos. A massa foi entdo embutida (embutideira modelo PJI-09, Jamar
LTDA, Tupd, SP) em tripas sintéticas com diametro de 60 mm (Kraki Kienast &
Kratschmer Ltda, Santo André, SP) previamente tratadas com solucdo de &cido
acético a 5% por 30 minutos. Os salames mediram de 15 a 18 cm de comprimento e
tiveram peso médio entre 380 e 450 gramas. ApOos o embutimento, os salames
foram empacotados em embalagens plasticas de polietileno (embaladora modelo
200B, Selovac, Sdo Paulo, SP). Esta embalagem foi adotada em virtude de os
salames desembalados absorverem agua quando expostos ao US, conforme
observado em testes prévios.

3.3.2 Sonicacao

Os salames foram selecionados aleatoriamente para compor os quatro lotes de
tratamentos. Para sonicac¢éo foi usado banho 25 kHz no modo normal (EIma® TI-H
5, Singen, Alemanha; 500 W, 1,8 W/cm?) com metade do volume maximo de 4gua
(cerca de 2,4 litros), sendo a agua renovada apds cada sonicacao e ajustada para
2041 °C. A cada batelada, a temperatura inicial e final da agua foi registrada, sendo
observado aumento maximo de 3°C (tempo de exposicdo 9 min). Cada lote foi
submetido ao US por O (controle), 3, 6 ou 9 minutos, compondo o0s quatro
tratamentos deste experimento. Foram sonicados quatro salames por batelada,
sendo dispostos dois salames embaixo e dois em cima. Na metade do tempo de
cada tratamento, os salames foram invertidos (os de baixo colocados em cima e

virados de lado) para que a sonicacéo ocorresse de forma mais homogénea possivel
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em todas as amostras. Para evitar que os salames flutuassem, foi necessério cobrir
0os salames com um peso de 800 g feito de chumbadas de pesca empacotadas a
Vvacuo

AplOs a sonicacdo, os salames foram retirados da embalagem plastica e

pesados para acompanhamento da perda de peso por desidratacdo na camara.

3.3.3 Fermentacéo e maturacao dos salames

Os salames foram dispostos aleatoriamente na camara de fermentacdo /
maturagdo (Menoncin Ind. Com. LTDA, Erechim, RS), onde permaneceram por 28
dias. A programacdo de umidade relativa (UR) e temperatura seguiu proposta de
Cichoski et al. (2009), sendo a seguinte: 1° dia: 95%UR
(umidade relativa) e 25 °C; 2° dia: 92% UR e 24 °C; 3° dia 89% UR e 23 °C; 4° dia:
86% UR e 22 °C; 5° dia: 83% UR e 21 °C; 6° dia: 80% UR e 20 °C; 7° dia: 80% UR e
19 °C; 8° a0 28° dia: 75% UR e 18 °C. Em funcdo da umidade e a temperatura nao
serem totalmente homogéneas no interior da camara, na metade do tempo (14 dias),
os salames foram redistribuidos. O fim da etapa de processamento e a retirada dos
salames da camara foi determinada pelo valor de atividade de dgua dos mesmos,
seguindo recomendacao da legislacéo brasileira, a qual preconiza que salames tipo
Italiano devem apresentar atividade de agua méaxima de 0,90 para serem

considerados seguros para consumo (BRASIL, 2000).

3.3.4 Armazenamento

Os salames foram analisados de acordo com o periodo de processamento
(massa inicial de salame, equivalente ao tempo inicial, e 28 dias na camara) e ao
longo da vida de prateleira (ap6s 120 dias de armazenamento), considerando que
salames comerciais geralmente possuem validade de quatro meses. Para avaliacao

na vida de prateleira, os salames foram retirados da tripa e empacotados a vacuo
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em embalagem plastica de polietileno de baixa densidade e nylon de 30 um e
barreira ao oxigénio menor que 30 (embaladora modelo 200B, Selovac, S&o Paulo,
SP). Buscando simular condi¢cdes comerciais, 0s salames foram expostos a

temperatura ambiente (20 — 25°C) sem abrigo da luz.

3.4 Preparo das Solucdes

As solucdes padrdo a partir de cada aminoacido (L-alanina, L-glicina, L-
Valina, L-leucina L-isoleucina, DL-norleucina (padréo interno), L-prolina, L-metionina,
L-serina, L-treonina, L-fenilalanina, L-acido aspéartico, L-hidroxiprolina, L-cisteina, L-
acido glutamico, L-arginina, L-asparagina, L-lisina, L-glutamina, L-histidina, L-
tirosina, L-triptofano e L-cistina) foram preparadas. Para isso, 20mg de cada AA foi
dissolvido em solucdo de HCI 0,2mol L™ em um baldo de 5 mL com utilizac&o de um
banho ultrassénico, resultando numa solucdo de concentracdo de 4 g L™*(solucédo

estoque).

3.5 Preparo das amostras

50 g de cada amostra foram coletados de diferentes partes das pecas de
salame. Essas amostras foram trituradas em um processador de alimentos em
temperatura ambiente e armazenado em freezer a -23 °C até o momento das
analises (24 h aproximadamente). Todas os tratamentos foram analisados em

triplicata.
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3.6 Extracdo dos aminoécidos livres

A extracdo dos aminoacidos livres seguiu o método descrito por Aristoy e
Toldrd (1991), onde cinco gramas de cada amostra triturados foram pesados
diretamente em sacos plasticos de homogeneizacdo. As amostras foram
acrescentadas de 25 mL de solucdo de 4&cido cloridrico 0,1 mol L e
homogeneizadas durante 4 minutos em homogeneizador de amostras tipo
Stomacher. A amostra foi entdo transferida para um tubo de plastico de fundo cénico
de 50 mL e centrifugado a 10000 rpm durante 50 min a 4 °C. Os sobrenadantes
foram filtrados com papel filtro e armazenados a -80 °C em tubo de polipropileno de

2 mL até a anélise.

3.7 Desproteinizacao e derivatizacdo dos aminoacidos livres

Solucdes padrdo e amostras dos produtos carneos foram analisadas
seguindo o mesmo procedimento. Cem microlitros do filtrado homogeneizado de
cada amostra de salameou solu¢édo contendo os padrbes foram colocados em tubos
do tipo eppendorf. Em seguida, 250 pL de acetonitrila foram adicionados para
desproteinizar as amostras e foram agitados vigorosamente em agitador do tipo
vortex. Os tubos foram, entdo, centrifugados a 10000 rpm durante 3 min a 4 °C. Em
seguida, 100 pL de sobrenadante foram transferidos para frascos de 5 mL e
adicionados de 100 pL de uma solucdo de DL-norleucina na concentracao de 25 ug
mL™ como padrao interno. A mistura foi submetida ao processo de secagem a vacuo
(Hidrovacuo -720 mm Hg em banho seco a 60 °C por 50 minutos). A agua residual
foi removida pela adicdo de 50 pL de diclorometano nas amostras secas que
novamente foram submetidas a secagem pelo mesmo procedimento durante 15
minutos. Finalmente, 50 yuL do agente derivatizante (MTBSTFA) e 50 uL de
acetonitrila foram adicionados aos frascos secos e fechados com tampa de rosca de
face interna PTFE, os quais foram levemente agitados manualmente e

subsequentemente incubados a 100°C durante 120 minutos para induzir a reacao de
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derivatizacdo. Entdo os tubos foram estocados a -18 °C e as amostras analisadas
em GC-FID.

3.8 Analises Cromatogréficas

A analise quantitativa foi realizada em cromatografo a gas Varian Star CX
3400 (Varian Inc, EUA) equipado com detector de ionizagdo em chama (GC-FID) e
amostrador automatico (Varian 8100). A amostra derivatizada (1pL) foi introduzida
no injetor do tipo split/splitless, operando no modo splitless, e apds 1 minuto foi
programada a abertura da valvula de split na razdo 30:1. O gas de arraste utilizado
foi o hidrogénio com pressdo constante de 15 psi. A separacdo dos analitos foi
realizada em uma coluna capilar de fase apolar, Rtx-5MS- 5% difenil/ 95% dimetil
polisiloxano (30m x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura de filme —
Restek-USA). A programacédo de temperatura da coluna iniciou a 100 °C por 2 min,
seguida de uma umento para 185 °C a 6 °C/min, onde permaneceu por 1min. Apos a
temperatura aumentou a 1°C/min até 200 °C e por fim até 320 °C a 15 °C/min,
mantendo em isoterma por mais 5 min. O tempo total da corrida foi de 45,16 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 320 °C. O sistema de
aguisicdo de dados foi obtido através do Software T2100P chromatography Station
Plus Edition Version 9.04-28 (Techcomp, China). A quantificacéo foi realizada pelo
método de padronizacdo externa, comparando-se as areas obtidas de solucbes de
concentracbes conhecidas do padrdo contendo a mistura dos aminoacidos com as

areas obtidas das amostras por meio de uma curva.

3.9 Otimizagcdo das condi¢cbes cromatograficas para determinacdo de

aminoacidos

Os parametros temperatura do injetor, pressdo e rampa de temperatura do
forno do GC foram otimizados em relagdo ao ganho de sinal analitico e seletividade

dos analitos. Dessa forma, o injetor do GC foi avaliado nas temperaturas em 280 e



43

320 °C. As pressodes de gas de arraste hidrogénio testadas foram 13, 15 e 20 psi. As
condicbes de programacao de temperatura da coluna foram testadas de modo a
obter maior resolucdo para analitos que apresentavam grau de coeluicdo e
diferentes combinacdes de rampa de temperatura e periodos de isoterma foram

testados.

3.10 Otimizacéo do procedimento de derivatizacao

3.10.1 Tempo e temperatura

O tempo e a temperatura de derivatizacdo foram avaliados com as solucdes
contendo a mistura de 22 padrbes de aminoacidos, todos na concentracdo de 160
ng mL*com o intuito de se obter o maior sinal analitico do sistema cromatografico.
Um delineamento composto central 22 com 5 repeticdes no ponto central e pontos
axiais (+V2) foi empregado neste estudo (Tabela 2). Os intervalos de tempo e
temperatura objetos de estudo variaram de 80 a 120°C e de 77,7 a 162,3 minutos,
respectivamente. Os dados foram analisados por meio da Metodologia de Superficie
de Resposta (RSM).

Tabela 2 - Delineamento Composto Central 22

Variavel 2 -1 0 1 i
X1(T °C) 80 85,82 100 114,18 120
X2 T (min) 77,7 90 120 150 162,3

ApOs a realizagéo do delineamento experimental, as amostras foram também
avaliadas testando univariadamente o tempo e temperatura de derivatizagdo. Com
relacdo aos tempos foram testados 1, 2 e 3h de derivatizagdo a 100 °C. Os ensaios

univariados foram realizados em quadruplicata. Foi realizada a analise estatistica
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por meio de ANOVA e feita a comparacgédo entre médias pelo teste de Tukey a 5% de
significancia (p<0,05) para cada um dos aminoacidos.

3.10.2 Ensaios com Piridina

Além da acetonitrila, a piridina também foi testada como solvente a ser
empregado na etapa de derivatizacdo dos aminodcidos. Foi utilizada piridina
juntamente com o agente derivatizante MTBSTFA com diferentes relacdes de
volumes (1:1; 1:1,5; 1:3), respectivamente, seguindo a metodologia proposta por
Oms-Oliu (2011), e com volumes de piridina e ACN (1:1 v/v) e MTBSTFA, seguindo
0 mesmo procedimento de derivatizagdo realizado por Jiménez-Martin (2012), a fim
de avaliar a resposta do sinal cromatografico para os derivados de aminoacidos
obtido no GC-FID.

3.11 Validacédo do método

Apds a etapa de otimizacdo do método cromatografico e de preparo da
amostra, o método para determinacdo de aminoacidos livres foi validado
considerando os seguintes parametros de mérito: seletividade, linearidade, precisao,
exatiddo, LOD e LOQ, utilizando os derivados TBDMS volateis dos aminoacidos

livres obtidos das amostras e padrdes auténticos.

3.11.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela injecdo de uma solugdo aquosa
acida de concentracédo conhecida contendo uma mistura dos 22 L-aminoacidos de

interesse. Em seguida foram injetadas no sistema cromatografico solugbes do
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branco e de cada aminoacido individualmente para confirmar sua identidade através

da sobreposicéo dos picos individuais em relagéo a solugéo injetada com a mistura.

3.11.2 Linearidade

O estudo da linearidade foi feito a partir do preparo da solucéo-estoque de 4 g
L. A partir dessa solucéo, diluicdes com sete niveis de concentracdes diferentes
foram feitas (160, 80, 40, 20, 10, 5, 1 ug mL™). Trés repeticdes de cada nivel de
concentracdo foram derivatizadas e analisadas para construir a curva de calibracéo.
As equacdes da curva de calibracdo e seus coeficientes de correlacéo
correspondentes foram obtidos para cada aminoacido. O padrdo interno norleucina
foi adicionado para controle das derivatizacdes na concentracéo de 25 ug mL™. Para

os calculos da curva foi considerada a area do pico de cada aminoécido.

3.11.3 Precisao Intra-dia

A precisdo do método foi avaliada em funcdo da repetitividade (intra-dia) e da
precisdo estimadas de acordo com as recomendacdes da ANVISA (2003). Para
tanto, foram injetadas seis repeticdes de solucbes com dois niveis de concentracéo
(40 e 80 pg mL™) no mesmo dia e avaliados os valores de RSD. O padréo interno
norleucina foi adicionado para controle das derivatizagdes na concentracdo de 25 g

mL*

3.11.4 LOD e LOQ

LOD e LOQ dos analitos das solucbes foram determinados pelo método da
relacdo sinal/ruido. A relacao sinal/ruido utilizada foi de 3:1 e 10:1 para LOD e LOQ,

respectivamente.



3.12 Anédlise estatistica

Os salames oriundos de trés periodos (0, 28 e 120 dias), sendo que cada
periodo foi submetido a quatro tratamentos (0, 3, 6 e 9 min de sonica¢do) foram
avaliados em triplicata, totalizando 36 unidades experimentais. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), suas médias ajustadas pelos
guadrados minimos e comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia. Quando
necessario foi aplicado o Teste t ao nivel de significancia de 5%. Todas as analises
estatisticas foram realizadas no aplicativo STATISTICA versdo 7.0 (StatSoft Inc,
Tulsa — OK, USA).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao do sistema cromatogréafico

4.1.1 Temperatura do injetor

Algumas alteragdes feitas no equipamento podem contribuir para a obtencao
de melhores resultados. Nesse sentido, o aumento da eficiéncia foi obtido com a
elevacdo da temperatura do injetor de 280 °C para 320°C. Assim, foi possivel
verificar um incremento nas areas de todos os aminoacidos de 5% (Arg) a 30%
(Gly), conforme a Tabela 3. Desse modo, a utilizacdo do injetor a 320°C favoreceu a
analise de aminoacidos encontrados em menores concentracdes nas amostras.
Além disso, obteve-se reducdo expressiva nos coeficientes de variacdo de 21
aminoacidos, sendo de 1,70% (Pro) a 13,50% (Arg), com excec¢ao da Val (Tabela 3).
Esses resultados nos permitem afirmar que a elevacdo da temperatura do injetor
proporcionou uma maior eficiéncia na transferéncia de massa dos analitos para o

interior da coluna, com o ganho de sinal analitico e maior preciséo.
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Tabela 3 — Areas dos analitos em diferentes temperaturas do injetor do GC.

Area média RSD Area (%)
Aminoé&cido 280 °C 320 °C 280 °C 320 °C
Alanina 295442 352533 4,59 2,73
Glicina 379305 494633 5,28 2,42
Valina 249005 309863 4,66 6,37
Leucina 227548 266477 5,16 2,45
Isoleucina 260366 293286 6,33 2,21
Norleucina 274695 306690 5,85 3,06
Prolina 89615 105271 6,38 4,68
Metionina 213415 236965 8,53 2,77
Serina 341556 379014 9,07 2,31
Treonina 175037 191465 10,68 1,77
Fenilalanina 235741 270419 8,49 2,26
Asparagina 283478 316541 10,06 2,21
Hidroxiprolina 76171 89581 13,06 3,18
Cisteina 7623 8658 10,06 2,66
Ac. glutamico 262465 287914 10,84 2,61
Arginina 40502 42429 16,52 3,02
Asparagina 172641 190481 12,04 3,23
Lisina 77523 85187 15,62 4,45
Glutamina 38978 42601 13,29 541
Histidina 54851 66999 27,83 15,16
Tirosina 136645 158487 12,95 7,37
Triptofano 98219 118571 16,64 11,80
Cistina 30308 35158 36,47 33,85

4.1.2 Desempenho cromatografico

Os aminoéacidos derivados Arg e Glu mostraram uma separacao insuficiente,
com baixa resolucéo no sistema GC/FID. Em outros estudos realizados com GC/MS
esta coeluicdo n&do ocorre devido a seletividade proporcionada pelo detector de
massas utilizado no modo de monitoramento de ions selecionados (SIM, Selected
lon Monitoring) (JIMENEZ-MARTIN et al., 2012; BARA et. al., 2010). Em vista disto,
foram testadas diferentes pressdes na cabeca da coluna e programacgodes lineares
de aumento de temperatura no forno da coluna. As pressdes no injetor testadas
foram 13, 15 e 20 psi, sendo que a melhor eficiéncia e resolugdo foram observadas
na pressao mantida em 15 psi, melhorando principalmente a separacéo dos picos da
Glu e Arg. Ao mesmo tempo, as condicdes de aumento da temperatura perto do
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ponto de ebulicdo da Glu e Arg foram modificadas, reduzindo a taxa de aumento da
temperatura de 4 para 1 °C min™, no intervalo de temperatura de 185 a 200 °C,
favorecendo a separacdo dos analitos e com melhor resolucédo para a Glu e Arg,

tanto para a solucdo com padrdes quanto para amostras de salame (Figuras 2 e 3).

4.2 Otimizacao do procedimento de derivatizacéo

4.2.1 Tempo e temperatura

A analise estatistica de RSM mostrou que os modelos ndo foram significativos
e apresentaram falta de ajuste para as variaveis estudadas. Apesar de nao
significativo os resultados indicaram a necessidade de aumentar tempo e
temperatura de derivatizacdo em relacdo ao ponto de menor tempo e temperatura
para se obter ganho de sinal analitico. A falta de ajuste dos modelos e néo
significAncia na andlise dos aminoécidos se atribuiu a decorréncia das altas
temperaturas aplicadas no experimento, sendo estas bem acima do ponto de
ebulicdo do solvente utilizado (acetonitrila, ponto de ebulicdo: 82 °C). Percebeu-se
que temperaturas superiores a 105 °C no procedimento de derivatizacao
favoreceram o vazamento do solvente e derivatizante utilizados para a amostra e,
assim concentrando e aumentando o sinal de forma indevida. Ademais,
temperaturas acima de 100 °C propiciou possiveis reacfes de degradacdo dos
aminoacidos, uma vez gque as solu¢des contendo os analitos deixaram de ser incolor
e passaram a ter tons de coloracdo marrom, que aumentaram de intensidade com o
aumento da temperatura.

A temperatura de 100 °C foi escolhida para realizar a derivatizagao devido ao
exposto acima. O experimento univariado nessa temperatura que envolveu trés
diferentes tempos (1, 2 e 3 h) de derivatizacao (item 3.10.1) mostrou que as areas
dos picos cromatograficos nao diferiram significativamente (p<0,05) para 20 dos 22
aminoacidos analisados (Tabela 4). Os aminoacidos Thr e Arg diferiram entre os
temposde 1 e 3he le 2h, respectivamente, optando-se dessa forma por utilizar 2

h em bloco de aquecimento para a etapa de derivatizagao.
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Tabela 4 — Areas médias dos aminoéacidos derivatizados por 1, 2 e 3 h a 100

°C
Aminocido Area arbitraria média
1h 2h 3h
Alanina 571054* 677191 664039
Glicina 700517 838598 869379
Valina 483036 585093 562332
Leucina 431135 502065 486977
Isoleucina 435309 507788 497381
Norleucina 391991 400559 322572
Prolina 253464 179069 209917
Metionina 321525 415043 389128
Serina 517654 655691 644871
Treonina 164172° 332907% 3618172
Fenilalanina 315028 427346 413465
Asparagina 336923 429551 414553
Hidroxiprolina 90101 153867 207560
Cisteina 9569 29013 47261
Ac. glutamico 270959 367264 352034
Arginina 28162° 675607 78105°
Asparagina 121090 125610 123139
Lisina 108900 133085 124724
Glutamina 23313 24061 25947
Histidina 50311 66625 63738
Tirosina 103248 132027 128632
Triptofano 68976 94379 95185
Cistina 81408 55441 52205

*n=3

Na avaliacdo das solu¢cdes dos aminoacidos submetidos a 3h de
derivatizacado observou-se a ocorréncia de alteracdo de cor da solugdo contendo a
mistura dos aminoacidos apés o procedimento. Essas caracteristicas demonstram
que houve reacdes quimicas, possivelmente, em decorréncia do longo periodo de

aguecimento.

4.2.2 Ensaios com Piridina

Os experimentos com utilizacdo do solvente piridina como meio da reacao

demonstraram que quando foi utilizada a proporcéo piridina-MTBSTFA na proporcgéo
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1:1, seguindo o método de Oms-Oliu (2011) maiores areas foram obtidas para 18
derivados t-BDMS comparando-se com a derivatizacdo utilizando ACN como
solvente, com excecao da Thr, Hpro e Trp. Por outro lado, usando o método com
piridina ndo foi detectado os derivados t-BDMS para a Arg. A auséncia desse
aminoacido pode ter sido ocorrida devido a temperatura de 40 °C empregada no
procedimento (Apéndice A). Como visto acima € necessario utilizar temperaturas
mais elevadas no meio de derivatizacdo como 135 °C (GEHRKE; NAKAMOTO;
ZUMWALT, 1969) e 150 °C (GEHRKE; LEIMER, 1970) e por maiores tempos no
processo de derivatizagdo quando se utilizam agentes sililantes para a determinagao
da Arg (DROZD, 1981).

Apesar da temperatura ndo favorecer a reacdo de derivatizacdo de alguns
aminoacidos em meio piridinico, notou-se que para muitos analitos este solvente
apresentou propriedades cataliticas (BLAU; HALKET, 1993). A piridina, ao mesmo
tempo que favoreceu, também impediu o ataque nucleofilico, reduzindo assim o
poder silil doador para os trés primeiros aminoacidos citados e impediu a reacao do
aminoacido com cadeia lateral carregada negativamente. Entretanto, ao utilizar-se a
derivatizacdo de acordo com Jiménez-Martin (2012) (com o tempo de 2 h e
temperatura de 100 °C), empregando piridina como solvente, obtiveram-se
respostas menores no sinal para todos os aminoacidos em comparacdo com 0O
original que utiliza ACN. Desse modo, optou-se pelo emprego da ACN como
solvente, pois neste ensaio foi possivel detectar e quantificar todos os aminoacidos

de interesse no presente estudo.

4.3 Validacdo do método

4.3.1 Seletividade

A andlise por GC-FID dos derivados de aminoacidos apresentou adequada
seletividade, como pode ser observado na Figura 2. A grande maioria dos analitos

teve boa resolucdo, com auséncia de interferentes nos tempos de retengdo na
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solucéo de padrdes de aminoacidos e também nas amostras. Os picos da Arg, Glu
e Cys-Cys apresentaram um pequeno grau de coeluicdo desta forma né&o foi
possivel obter a separacao total destes analitos e um cuidado especial foi tomado na
integracdo dos picos cromatograficos. Glu e Arg ndo foram detectados por Biermann
et al. (1986), quando analisou aminoacidos com o MTBSTFA e GC-FID, utilizando
uma coluna capilar de vidro de fase ligada de silicone de didmetro maior SBP-5 (60
m x 0,75 mm x 1,0 um). Mais tarde, Wang et al. (1994) ndo conseguiram detectar
Arg utilizando cloroformato de isobutila como agente derivatizante com 0 mesmo
detector. No presente trabalho, ao utilizarmos uma coluna capilar de silica fundida
conseguiu-se realizar a separacao desses derivados, logo podemos demonstrar que
ao empregarmos colunas capilares de diametro menor e material de fase
estacionaria adequados é possivel garantir uma separacao eficiente dos analitos de

interesse.

4.3.2 Linearidade

Através dos dados obtidos para a construcao das curvas analiticas, e andlise
das equac0es das retas obtidas no GC-FID foi possivel visualizar que os modelos de
regressao linear foram adequados para as determinacfes analiticas neste estudo.

Foi possivel obter coeficientes de correlacdo maiores que 0,99 para 21 dos 22
aminoacidos analisados, sendo que somente a glicina apresentou valor inferior
(0,9869). Biermann et al. (1986) ao utilizar GC-FID, e Gokmen; Serpen; Mogol
(2012), ao empregarem cromatografia liquida por interacdo hidrofilica (HILIC) e
deteccdo por espectrometro de massas, conseguiram obter R? maiores que 0,99
para todos 0os mesmos aminoacidos analisados no presente trabalho. Jiménez-
Martin et al. (2012) obtiveram valores de R? maiores que 0,99 com excecgao de Tyr
para a curva de calibracdo empregada para determinar o teor de aminoacidos livres
de diferentes matrizes carneas. Em nosso estudo, quatorze aminoacidos analisados
apresentaram faixa linear entre 1,0 e 160,0 ug mL™, e os demais aminoéacidos
variaram entre 5 a 20 e 160 yg mL™. Os valores de LOD e LOQ variaram entre 0,3 e
10 pg mL™* e 1 e 20 pg mL™, respectivamente (Tabela 5). Kaspar et al. (2008)

reportaram menores limites de deteccéo e quantificacao (0,03 - 12 uM e 0,3 - 30 pM,
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respectivamente) na andlise de fluidos biologicos e Jiménez-Martin et al. (2012)
encontraram na faixa de 0,01 a 0,46 mg 100 g* (LOD) e de 0,02 a 1,55 mg 100 g™

(LOQ) em produtos carneos e derivados, ao empregaram a técnica de GC/MS.

Porém, os resultados obtidos no presente trabalho permitem realizar as

determinac¢des dos aminoacidos estudados nas faixas de concentracéo validadas.

Tabela 5 — Tempo de retencéo (Tr), equacao da regresséao linear e coeficientes de
determinacao das curvas analiticas dos aminoacidos analisados por GC-

FID
Faixa Linear
Aminoécido Tr Eq. Calibracdo R? (ngmL?)  LOD LOQ
Ala 10,35  y=5134x - 2504 0,9987 1-160 0,3 1
Gly 10,83  y=5730x + 19661 0,9869 10 - 160 5 10
Val 11,96  y=4768x - 10108 0,9974 1-160 0,3 1
Leu 13,38  y=3926x - 4038 0,9983 1-160 0,3 1
lle 13,96 y=4118x + 6113 0,9984 1-160 0,3 1
Pro 14,55 y=3182x - 17043 0,9990 5-160 1 5
Met 18,44  y=3423x - 4809 0,9990 1-160 0,3 1
Ser 19,01  y=15883x - 27263 0,9963 1-160 0,3 1
Thr 19,74  y=3974x - 25267 0,9955 5-160 1 5
Phe 21,53 y=3777x-1286 0,9971 1-160 0,3 1
Asp 22,61 y=4795x - 30485 0,9933 1-160 0,3 1
Hpro 21,05 y=2709x - 14899 0,9995 5-160 1 5
Cys 19,08 y=169x + 1436 0,9992 20-160 10 20
Glu 28,27 y=4117x- 14273 0,9982 1-160 0,3 1
Arg 27,07  y=749x- 1820 0,9994 1-160 0,3 1
Asn 26,55 y=2028x - 8398 0,9943 1-160 0,3 1
Lys 29,65 y=2211x- 14191 0,9947 1-160 0,3 1
Gln 29,03 y=473x-1451,9 0,9933 5-160 1 5
His 34,58 y=1502x - 8909 0,9981 10 - 160 5 10
Tyr 36,92  y=2392x + 249 0,9938 1-160 0,3 1
Trp 37,24 y=1629x - 5116 0,9976 1-160 0,3 1
Cys-Cys 40,55 y=552x-7151 0,9972 20-160 10 20

4.3.3 Precisao

Os valores para o estudo da repetitividade (RSD) dos aminoacidos em

solucdo aquosa acida ficaram abaixo de 15% para a maioria dos compostos

avaliados (Tabela 6). Nossos estudos estdo de acordo com Jiménez-Martin et al.
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(2012), os quais reportaram RSD inferior a 15% para 15 dos 22 aminoacidos
analisados intra-dia. Em andlise por GC-FID, foram obtidos RSD inferiores a 10%
para 19 aminoéacidos livres presentes em mel com o emprego da técnica de extracao
liquido-liquido e derivatizacdo com cloroformato de alquila (NOZAL et al., 2004).
Para matrizes complexas, como o0s alimentos, a precisdo é dependente da matriz da
amostra, da concentracdo do analito e da técnica de andlise, podendo variar entre
2% e mais de 20% (RIBANI et al., 2004).

Tabela 6 — Ensaio de precisdo para os 22 derivados de aminoacidos (n=6)

RSD Intra-dia (%)

N© Aminoacido 20 ugmL” 80 ug mL2
1 Alanina 9,26 5,34
2 Glicina 6,26 3,52
3 Valina 27,07 13,40
4 Leucina 8,87 7,45
5 Isoleucina 9,40 8,23
6 Prolina 27,22 20,46
7 Metionina 10,07 7,93
8 Serina 12,33 6,47
9 Treonina 14,07 9,26
10 Fenilalanina 13,13 6,97
11 Ac.aspartico 11,89 7,03
12 Hidroxiprolina 28,34 4,77
13 Cisteina 17,18 26,42
14 Ac. glutamico 9,16 7,47
15 Arginina 20,17 4,73
16 Asparagina 22,23 12,50
17 Lisina 16,72 4,57
18 Glutamina 30,34 12,38
19 Histidina 29,42 12,10
20 Tirosina 5,41 9,43
21 Triptofano 15,19 13,91

22 Cistina 16,51 11,48
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4.4 Determinagdo de aminoécidos livres nas amostras de salame

4.4.1 Efeito do ultrassom na disponibilidade de aminoacidos livres em salames

A determinagdo dos aminoacidos livres no ponto inicial da massa de salame
(dia da fabricagcédo) mostrou que a aplicagcéo do ultrassom em diferentes tempos nao
modificou neste curto periodo a concentracdo de 17 dos aminoacidos avaliados. Os
aminoacidos triptofano, histidina, glicina e acido glutamico apresentaram diferentes
concentracdes logo apos a aplicacdo do tratamento de ultrassom (Tabela 7). Dessa
forma, foi possivel observar que os tratamentos com ultrassom induziram a reducéo
nos teores de Trp e His em comparacdo com o tratamento controle, diferindo
estatisticamente, pelo teste de Tukey (p<0,05). A concentracdo desses aminoacidos
reduziu com o aumento da permanéncia das pecas de salame no banho de
ultrassom, indicando que o ultrassom estimula as reacdes que utilizam esses
analitos como precursores, tais como o crescimento microbiano; enzimatica, como
as descarboxilases e desaminases, produzindo substancias volateis; ou mesmo
estimulando reac¢des quimicas. Por outro lado, a isoleucina nao foi detectada na
etapa inicial do processo nos tratamentos controle e 3 min de ultrassom e passou a
ser determinada (0,2 mg 100g™) nos tratamentos com maior tempo de aplicacdo da

tecnologia (Tabela 7).
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Tabela 7 — Teor de aminoécidos livres (mg 100 g™*) em massas de salames controle
e tratados com ultrassom (3, 6, 9 min) no tempo inicial.

Aminoéacido Controle 3 min 6 min 9 min
Média DP? Média DP Média DP Média DP
Alanina 28 + 53 & 232 + 14 * 248 + 21 @ 26,1 + 23 2
Glicina 32 + 22 @ 36 + 0,3 @ 37 + 02 @ 40 + 00 @
Valina 69 + 06 ° 71 + 04 @ 77 + 08 @ 73 + 00 ?
Leucina 69 + 1,4 @ 67 + 01 ° 69 + 04 @ 69 + 04 °
Isoleucina nd® - nd - - 02 + 0,1 02 + 0,3
Prolina 139 + 1 @ 133 + 12 & 151 + 14 @ 150 + 0,2 @
Metionina 52 + 0,8 @ 53 + 05 @ 55 + 04 @ 47 + 01 @
Serina 11,9 + 23 @ 122 + 04 & 128 + 0,7 @ 12,1 + 01 @
Treonina 152 + 1 @ 157 + 02 & 160 * 06 @ 154 + 05 °
Fenilalanina 34 + 09 °? 35 + 04 2 36 £+ 02 °? 34 + 01 ?
Acido 112 + 02 @ 112 + 02 * 114 + 05 @ 11,2 + 00 °
aspartlco
Hidroxiprolina 10,0 + 0,4 @ 98 + 01 * 100 +* 01 ° 10,1 + 0,0 *°
Acido 372 + 11 @ 296 + 61 * 328 + 08 ° 31,8 + 3,7 °
glutamico
Arginina 11,2 + 24 * 100 + 19 * 106 * 02 ° 104 + 0,8 *°
Asparagina 77 + 05 ° 78 £+ 05 *° 86 + 02 ° 81 + 01 °
Lisina 153 + 18 ? 140 + 1 a 146 + 0,2 *° 136 + 05 ?
Glutamina 423 + 22 * 280 + 98 ® 340 + 37 ° 251 + 41 2
Histidina 829 + 0,7 ° 465 + 14 P 555 + 59 ° 395 + 04 °
Tirosina 84 + 52 °2 19 + 04 2 38 + 16 ? 25 + 0,7 ¢
Triptofano 5433 + 52 * 3029 + 64 ° 3230 + 52 ° 2248 + 26 °

% Desvio padrdo das médias;

b

ndo detectado; *Letras minuUsculas diferentes na mesma linha:

tratamentos (Controle, 3, 6, 9 min) diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); *Teste t aplicado na

comparacao de médias (p<0,05).

O produto atingiu as caracteristicas que atendem o regulamento técnico para

salame (BRASIL, 2000) aos 28 dias (Dados ndo mostrados neste documento).

Nessas amostras, os aminoacidos majoritarios foram alanina, lisina e leucina, sendo

que Varios outros apresentaram concentrag(”)es superiores as encontradas na massa

inicial. Nesse ponto avaliado, varios aminoacidos apresentaram diferencas em

teores com o emprego do ultrassom. Assim, o acido glutamico, arginina e treonina

aumentaram a concentragdo com o emprego do ultrassom, principalmente nos

menores tempos de exposicdo 3 e 6 min. J& 0os aminoacidos neutros ndo-polares
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alanina, glicina, valina, leucina, prolina, metionina e tirosina (neutro polar)
apresentaram uma reducdo nos teores em relacdo ao controle quando os salames
foram tratados com 9 min de ultrassom, onde em todos os casos diferiram
significativamente (Tabela 8). Os demais aminoacidos ndo apresentaram diferenca
significativa nas concentracbes em 28 dias, apesar de alguns tenderem a reduzir
(triptofano, fenilalanina, acido aspértico e lisina). Essa mudanca de concentracdes
observadas nos tratamentos pode influenciar diretamente no sabor final do produto,
pois muitos aminoacidos sao precursores de compostos volateis importantes para
caracterizar o sabor tipico do produto, como o de carne maturada. Por outro lado,
podem também influenciar na percepcdo dos gostos amargo, doce e &cido
(ROSEIRO et al., 2008), principalmente quando h& acentuada reducdo, como no
tratamento 9 min de ultrassom.

O produto analisado em 120 dias representou um tempo médio atribuido ao
final da vida de prateleira do salame (BRASIL, 2000). No ponto de 120 dias, foi
observado que houve um acréscimo dos aminoacidos alanina e metionina, quando
tratados com ultrassom, diferentemente do que foi observado nos outros periodos de
maturacdo. A serina foi encontrada em concentracdes elevadas em 3 min, por outro
lado no tratamento 9 min apresentou concentracado equivalente ao controle. Além
disso, o tempo de 3 min foi suficiente para elevar o nivel de fenilalanina (Phe) em
57% em relacdo a C (Tabela 9), indicando que o ultrassom exerceu um efeito
positivo no aporte desse aminoéacido essencial, associado ao gosto acido (TOLDRA,
1998). Esse aminoacido estd associado a formacdo de compostos volateis
aromaticos, tais como benzaldeido, fenilacetaldeido e alcool feniletilico, os quais sao
produtos do metabolismo microbiano de fenilalanina. Esse aminoacido é convertido
inicialmente em acido fenilpiravico, por uma aminotransferase, e o cetoacido € ainda
transformado em benzaldeido (NIEROP GROOT; DE BONT, 1998). Além disso,
compostos volateis como os hidrocabornetos aromaticos, dentre eles o tolueno,

podem ser formados a partir do catabolismo da Phe (ORDONEZ et al, 1999).
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Tabela 8 — Teor de aminoacidos livres (mg 100 g™*) em salames controle e tratados
com ultrassom (3, 6, 9 min) em 28 dias de processamento.

Aminoécido Controle 3 min 6 min 9 min
| |
Média DP? Média DP Média DP Média DP

Alanina 161,8 + 112 * 1855 + 1,9 @ 1820 + 46 * 1293 + 31 °
Glicina 46,1 + 58 @ 536 + 2,0 ® 467 + 41 ® 358 + 38 °
Valina 63,7 + 50 @ 695 + 1,2 @ 565 + 81 ® 430 + 55 °
Leucina 912 + 110 @ 99,8 + 15 @ 90,9 + 81 *® 623 + 27 °
Isoleucina 436 + 56 ° 46,0 + 1,7 @ 472 + 93 @ 273 + 16 °
Prolina 61,8 + 69 ° 585 + 4,0 *® 604 + 53 ® 439 + 08 °
Metionina 30,1 + 38 @ 304 + 39 ® 28,7 + 42 *® 200 + 03 °
Serina 138 + 0,7 @ 16,2 + 1,6 2 13,7 + 1,8 @ 14,1 + 09 @
Treonina 152 + 20 ° 195 + 0,8 ? 18,7 + 1,8 @ 170 + 03
Fenilalanina 359 + 1,1 @ 414 + 52 @ 435 + 11 @ 26,4 + 15 @
:;:[I)délortico 654 + 41 ° 668 + 88 ° 613 + 58 ° 488 £ 14 °
Hidroxiprolina 10,3 +* 0,1 ° 105 + 0,0 ? 108 + 0,1 ? 10,3 + 0,3 °
;\ﬁ?aomico 548 + 67 ° 660 + 05 808 + 46 ° 541 + 78 °
Arginina 431 + 265 ° 68,1 + 96 * 89,7 + 2,2 *° 616 + 9,1 °
Asparagina 97 * 12 °* 96 + 06 ° 79 + 09 *? 91 + 15 *?
Lisina 1354 + 291 * 1448 + 6,1 2 1330 + 15 @ 126,7 + 3,0 2
Glutamina nd® - - nd - - nd - - nd - -
Histidina 521 + 9,0 ° 62,0 + 9,2 2 66,9 + 3,6 2 50,8 + 0,7 2
Tirosina 45 + 02 @ 30 + 08 ® 23 + 06 ® 19 + 09 °
Triptofano 124 + 15 2 120 + 1,0 ? 136 + 26 ? 88 + 0,1 *?

 Desvio padrdo das médias;

® ndo detectado;

*Letras minasculas diferentes na mesma linha: tratamentos (Controle, 3, 6, 9 min) diferem entre si

peloteste de Tukey(p<0,05); ¥ Teste t aplicado na comparacéode médias (p<0,05).

Estudos realizados por Quansah et al. (2013) em hidrolisados proteicos de

uma espécie de feijao,

utilizando tratamento térmico-ultra-sbnico combinado

(termossonicacgao), com 10 min de sonicagao por meio de probe, demonstraram que

houve um aumento do teor de Cys em 41%, aminoacido ausente em nossas

amostras. Por outro lado, o0s mesmos autores reportaram que as concentrag(”)es de

His, Phe, Tyr e Pro ndo se alteraram em comparagcdo a amostra nao tratada. O

mesmo comportamento foi observado no presente trabalho para esses aminoacidos.
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Além disso, em 120 dias, as concentra¢des de acido glutamico apresentaram
um decaimento no tempo de 9 min, diferindo-o dos outros tratamentos, sendo que o

apice foi atingido quando os salames foram tratados com 6 min (Tabela 9).

Tabela 9 — Teor de aminoacidos livres (mg 100 g*) em salames controle e tratados
com ultrassom (3, 6, 9 min) em 120 dias ap06s processamento.

Aminoacido Controle 3 min 6 min 9 min
Média DP? Média DP Média DP Média DP
Alanina 202,7 + 186 ° 289,1 + 109 * 2821 + 02 * 2664 + 365 *
Glicina 600 + 58 ® 871 + 88 * 828 + 67 * 776 + 230 °
Valina 790 + 97 ® 1298 + 54 * 1165 + 3,7 ® 1154 + 239 °
Leucina 965 + 56 * 1662 + 12,6 * 1413 + 3,7 ® 1405 + 34,3 °
Isoleucina 448 + 09 ® 818 + 48 * 694 + 12 * 689 + 185 °
Prolina 1115 + 146 ® 167,7 + 120 * 1560 + 12,8 * 1675 + 27,9 °
Metionina 366 + 12 ° 569 + 50 * 551 + 49 ® 568 + 96 *®
Serina 498 + 47 ® 700 + 102 ® 544 + 155 ® 433 + 53 °
Treonina 515 + 80 ® 71,1 + 119 % 599 + 94 ® 546 + 10,7 °
Fenilalanina 400 + 03 ° 632 + 54 * 602 =+ 42 ® 586 + 11,3 ®
Qgrlaozl’a?tico 111,4 + 106 * 1447 + 65 ° 1664 * 55 * 1614 * 416 °
Hidroxiprolina 28,1 + 09 ° 282 + 10 ° 282 + 09 ° 433 + 36 @
QI(L:JISéOmico 111,8 + 222 ® 1139 + 88 ® 1313 + 50 ® 805 * 21 °
Arginina 1264 + 428 ® 2141 + 32,1 * 1152 + 169 ® 1337 + 759 °
Asparagina nd -P nd - - nd - nd -
Lisina 2310 + 384 ® 2976 + 146 ° 3859 + 10,7 ® 300,7 + 825 2
Glutamina nd® - nd - nd - nd -
Histidina 755 + 120 * 870 + 84 ® 839 + 108 * 604 + 82 °
Tirosina 14,7 + 25 2 260 + 63 * 306 + 136 ° 135 + 7,2 2
Triptofano 234 + 22 ¢ 274 + 106 * 298 + 13 ° 262 + 51 °

% Desvio padrdo das médias;

® n&o detectado;

*Letras mindsculas diferentes na mesma linha: tratamentos (Controle, 3, 6, 9 min) diferem entre si
peloteste de Tukey(p<0,05); "Teste t aplicado na comparac&ode médias (p<0,05).
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4.4.2 Efeito do tempo de processamento

Os salames apresentaram no tempo inicial do processamento (inicio da
fermentacdo) maiores concentracdes de Trp (224,8 a 543,3mg 100g™) , His (39,5 a
82,9 mg 100g™), GIn (25,1 a 42,4 mg 100g™), Glu (31,8 a 37,2mg 100g™), seguidos
de Ala (22,8 a 26,1mg 100g™Y), Lys (13,1 a 15,4 mg 100g™?) e Thr (15,2 a 16 mg
100g™). Nesse mesmo ponto, a isoleucina foi detectada apenas nas amostras
sonicadas por 6 e 9 minutos e, em concentracdes reduzidas (0,2 mg 100g™) (Tabela
7). Entretanto, foi possivel observar a sua presenca em 28 e 120 dias de maturacao.
O catabolismo da isoleucina pode gerar aldeidos volateis presentes em salames,
como o 2-metil-butanal, bem como seus respectivos alcool (2-etil-butanol) e acido
(acido 2-metil-butanoico), através da reacdo ndo enzimatica de degradacdo de
Strecker (TOLDRA; ARISTOY; FLORES, 2000; STAHNKE, 1994) ou por enzimas
microbianas (BAILEY et al, 1992). Estes compostos foram encontrados por outros
autores em produtos fermentados e maturados como presunto curado (FLORES;
SPANIER; TOLDRA, 1998),

Ao contrario do nosso estudo, alguns autores nao reportam a presenca de
triptofano em produtos fermentados maturados (ARO ARO, 2010; HUGHES, 2002).
No periodo de 28 dias de maturacdo, percebeu-se que ocorreu um elevado
acréscimo nos teores de todos os aminoacidos em relacédo ao controle, exceto para
triptofano e glutamina, em que houve acentuado decréscimo, sendo degradados
parcial e totalmente, respectivamente. De forma adversa ao dia 0 de maturacéo, as
maiores concentracdes encontradas foram de Ala (161,76 mg 100 g, Lys (135,40
mg 100 g%), Leu (91,16 mg 100 g™), Asp (65,37 mg 100 g*) e Val (63,7mg 100 g™)
para o salame controle, aumentando em mais de dez vezes a concentracao para
alguns aminoacidos em relacdo ao tempo inicial, repetindo esse comportamento
com todos os outros tratamentos, indicando uma mudanca no perfil (teor) de
aminoacidos no decorrer do tempo (Figura 3). Alteracdes na concentracdo de
aminoacidos livres durante a maturacdo também foram encontradas em embutidos
fermentados semi-secos (HUGHES et al., 2002), os quais foram analisados por
HPLC e encontraram maiores concentracdes de Ala, Leu e lle seguido por Glu, Arg,

Lys Phe, Val, Thr, Tyr, His, Ser e Gly. Os resultados encontrados neste estudo
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corroboram com os reportados por Aro Aro et al. (2010), pois encontraram a alanina,
lisina e leucina como um dos aminoacidos majoritarios em salames adicionados de
cultura starter Staphylococcus xylosus. E importante mencionar que a Val e Leu,
através de seu catabolismo, podem ser precursores dos aldeidos 2-metil-propanal e
3-metil-butanal (STAHNKE, 1994), respectivamente, caracteristicos de produtos
carneos processados, sendo que a Val tem sido atribuida a propriedade “amarga” e
“‘doce” (ROUDOT-ALGARON, 1996), principal aminoacido detectado nos presuntos

portugueses de cura rapida.

No periodo do armazenamento, entre 28 e 120 dias foi possivel observar que
as concentracfes de varios aminoacidos seguiram aumentando, porém em menor
proporcdo em relacdo ao observado desde o periodo inicial até 28 dias. No
armazenamento a atividade proteolitica continua ocorrendo, porém menos
intensamente. Esse fato pode ter ocorrido devido a reducédo de atividade de agua,
como resultado da perda de agua, que afeta a atividade de enzimas (TOLDRA,
FLORES, SANS, 1997) e logo a liberacdo de aminoacidos no produto (JURADO et
al., 2007).

Ademais, no periodo de maturacdo também ocorre a desidratacdo e
mudancas no pH, o que pode contribuir para uma maior protedlise. Serina, treonina
e hidroxiprolina, ndo tiveram suas concentracdes alteradas em 0 e 28 dias, sendo
que houve um acréscimo significativo nos teores em 120 dias. Lys diferiu somente
entre os tempos inicial e 120 dias nos salames tratados com 6 min de ultrassom
(Figura 4).

No decorrer do tempo, foi expressiva a diferenca entre os teores dos
aminoacidos presentes nos salames. Apresentaram ordem crescente de
concentracéo e maiores concentragcdes foram encontradas em 120 dias, exceto para
triptofano (Trp) (reduziu), glicina (GIn) (ausente a partir de 28 dias), asparagina (Asn)
(ausente em 120 dias de maturacdo). Observou-se também que varios dos
aminodacidos livres presentes nos salames submetidos a 3, 6 € 9 min de banho
ultrassénico apresentaram comportamentos semelhantes ao controle no decorrer do

tempo de maturacédo (Figura 4).
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Figura 4 — Teor de aminoacidos nos diferentes tratamentos de aplicacdo de ultrassom durante as etapas do processamento e

estocagem.
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O aumento do teor dos aminoacidos livres observado entre 0s pontos
avaliados indica alta atividade enzimatica proteolitica (ARO ARO et. al.,, 2010;
TOLDRA, 1992; VERPLAETSE; DE BOSSCHERE; DEMEYER, 1989). Em produtos
maturados, alteracdes proteoliticas sédo atribuidas a enzimas, tais como catepsinas,
calpainas e aminopeptidases. Catepsinas sdo ativas durante todo o processo,
enquanto que calpainas possuem sua atividade restrita ao inicio do estagio de
maturacdo. A geracdo de aminoacidos livres se da na ultima etapa do processo
proteolitico pela acdo de aminopeptidases exdgenas em peptideos, especialmente
alanil aminopeptidase e aminopeptidase B, que tem sido caracterizadas em musculo
esquelético suino (FLORES; ARISTOY; TOLDRA, 1996). Essas aminopeptidades
também foram encontradas durante o processo de maturacdo em presunto curado
(TOLDRA et al., 1992). Em presunto curado tipo ltaliano Careri et al. (1993)
relacionaram o acréscimo dos aminoécidos lisina e tirosina com o aumento da
qualidade no sabor de maturado, enquanto que asparagina afetou negativamente.
Lisina foi encontrada como um dos aminoacidos predominantes em presuntos
espanhdis (TOLDRA; FLORES; SANS, 1997) e foi associada ao sabor
“‘envelhecido”, além da presenga de acido glutdmico, o qual foi atribuido
caracteristicas de sensoriais associados ao gosto “salgado”. A fenilalanina, tirosina e
isoleucina contribuiram para a percepcao do gosto acido (CARERI et al.,1993). De
forma menos pronunciada que nos presuntos crus, as quantidades dos aminoacidos
citados também aumentaram durante o periodo avaliado para os salames avaliados

neste estudo, caracterizando dessa forma a etapa de maturagéo.

A formulacdo com teor reduzido de sal (1%), utilizada para a fabricacao dos
salames, também pode influenciar significativamente as quantidades de
aminodcidos livres encontrados no produto. SANTOS et al. (2015) reportaram a
evolucdo desses compostos em salames produzidos com 1,25% de NaCl na
formulacéo. A literatura reporta que em produtos fermentados maturados com teores
inferiores a 2% de NaCl pode haver aumento da atividade da maioria das proteases
presentes no musculo e pode haver maior acdo proteolitica bacteriana ou endégena
do salame (ORDONEZ et al., 1999; ZAPELENA; ASTIASARAN; BELLO, 1999),
ocorrendo a liberacdo dos aminoéacidos livres (TOLDRA, 1992). Em decorréncia
dessa liberacdo, os aminoacidos livres participam diretamente do aroma/sabor de

alimentos fermentados e indiretamente contribuem para a formacdo do



65

desenvolvimento de aromas tipicos, pois estas moléculas sdo precursoras dos
compostos volateis como 4cidos, alcoois, aldeidos, amdnia, compostos sulfurados,
ésteres, entre outros (HERRANZ et al., 2003). A degradacdo de aminoacidos
aromaticos, como observada para o triptofano pode levar a formacéo dos compostos
volateis acetofenona e benzaldeido (SONDERGAARD; STAHNKE, 2002),
responsaveis pelo aroma do produto.

Pelo exposto, variagbes nas concentracbes de aminoacidos livres em
produtos cérneos, sobretudo em salame, podem proporcionar alteragbes nas
caracteristicas sensoriais, principalmente em relacdo ao sabor e aroma deste

alimento.



5 CONCLUSOES

A técnica de cromatografia em fase gasosa equipada com detector de
ionizacdo em chamas mostrou-se adequada para a analise de aminoacidos
livres em salame. Adequacfes no método cromatografico, como o aumento
da temperatura do injetor, ajuste de pressdo e mudancas no sistema
cromatografico proporcionaram um aumento da eficiéncia de transferéncia
dos analitos no injetor, seletividade e precisdo analitica.

O emprego da mistura de ACN como solvente de reagéo, juntamente com o
agente derivatizante MTBSTFA a temperatura de 100 °C por 2 h permitiu a
determinacdo de 22 aminoacidos livres com os parametros de validacao
alcancando niveis satisfatorios;

O método validado permitiu a determinacdo dos aminoacidos livres em
diferentes pontos do processo de fabricacdo do salame tipo Italiano,
permitindo avaliar o grau de protedlise do produto durante o processamento;
Os tratamentos de ultrassom em diferentes tempos afetaram
guantitativamente varios aminoacidos no produto, o que possivelmente pode
ser associado a diferencas no sabor/aroma dos produtos;

Mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdo dos efeitos do
ultrassom e sua relacdo com a presenca de aminoacidos livres em produtos

carneos fermentados maturados e o impacto tecnoldgico e sensorial.

Por fim, ressaltamos a importancia do desenvolvimento de métodos analiticos
alternativos e incentivo a pesquisa em relacdo a determinacdo de
aminoacidos livres em produtos carneos, importante para o controle de

gualidade dessas matrizes alimenticias.
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Apéndice A - Areas obtidas com a utilizag&o de piridina e acetonitrila em diferentes temperaturas de derivatizagao.
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