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RESUMO

A adicado de soro de queijo ao leite € uma das é=mumdhais frequentes, tendo em vista a
similaridade entre as matrizes, ndo havendo nelzetside correcdes de pH, teor de proteinas
dentre outros parametros fisico-quimicos. A metugial analitica, aplicada pelos laboratdrios
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abasteaitne(MAPA), para a detecgcdo deste tipo
de fraude, esta baseada na determinacao do irelzasdinomacropeptideo (CMP), composto
que esta presente no soro de queijo apos o processa Entretanto, a presenca de bactérias
no leite, principalment®seudomonafiuorescenspor estocagem indevida, produz peptideo
semelhante, o pseudo-caseinomacropeptideo (psed&)-@ método atualmente utilizado
pelo MAPA néo é capaz de diferenciar a fraude dagé® de soro de queijo da contaminacéo
bacteriana. A partir desta consideracdo, nestaltrabforam desenvolvidos dois métodos
analiticos capazes de diferenciar e quantificaemtideo marcador da adulteracdo (CMP) do
peptideo gerado pela contaminacdo bacteriana de I@seudo-CMP). Ambas as
metodologias utilizaram cromatografia a liquido @leda a espectrometria de massas em
tandeme eletrosprayno modo positivo. A preparacdo das amostras feedda na digestao
enzimatica (com tripsina e a pepsina) dos peptidessparametros de espectrometria de
massas foram otimizados com peptideos sintéticosspmndentes aos fragmentos gerados
pela digestdo enzimatica. Na metodologia com trgsioi realizada pré-concentracao,
purificacdo dos analitos e mudanca de solventextoacdo em fase solida (EFS) utilizando o
cartucho de estireno-divinilbenzeno como fase adliBara extracdo dos analitos foi
desenvolvido um método utilizando banho de ultnassBste método foi validado e os
coeficientes de variacdo dos ensaios de repettieice reprodutibilidade, respectivamente
foram: de 4,6 a 6,8% e de 1,1 a 3,0%. A faixa dealiidade foi de 25 a 200 mg thtom
coeficientes de determinacdo maiores que 0,99. dladulogia com pepsina ndo houve a
necessidade de EFS e a avaliacdo de desempenhétddonfoi satisfatéria. Os limites de
deteccéo e quantificacdo obtidos foram de Jug BiL™?, respectivamente com coeficientes de
variagdo menores que 10 e 16% para 0s ensaiospdétivedade e reprodutibilidade. A
analise de amostras reais mostrou que ambos osdosésfo capazes de identificar e

diferenciar adulteracéo de contaminacéo bactedanaite.
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ABSTRACT

The addition of whey to milk is one of the mostgwent frauds due to the similarity
between matrices, with no need of pH correction®tgin content among and other
physicochemical parameters. The analytical metloggolused in the laboratories of the
Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MABAfor detecting this fraud is based in
the determination of the caseinomacropeptideo (CikidRx, which is a compound present in
the whey. However, the presence of bacteria in,m#pecially Pseudomontisorescensfor
improper storage, can produce a very similar peptidlled pseudo-caseinomacropeptideo
(pseudo-CMP). The methodology currently used byPW¥As not able to differentiate fraud
by addition of whey or by bacterial contaminatiéinom this consideration, in this work two
analytical methods have been proposed to diffexentand quantify the CMP from the
pseudo-CMP. These methodologies uses liquid chiagregphy coupled to tandem mass
spectrometry and electrospray ionization in positivode. The sample preparation was based
on the enzymatic digestion (with pepsin and trypsirthe peptides. The parameters for
mass spectrometry wee optimized with synthetic idept corresponding to fragments
generated by enzymatic digestion. When trypsin wgesl, the pre-concentration, purification
of the analytes and change of solvent, has beea Hgrsolid phase extraction (SPE) with
styrene-divinylbenzene cartridge. The extracti@p svas performed by ultrasound bath. The
methodology was fully validated with coefficient ofariation for repeatability and
reproducibility, respectively ranging from 4.6 t@% and 1.1 to 3.0%. The linear range was
evaluated from 25 to 200 mg miwith correlation coefficients greater than 0.99. In the
methodology that uses pepsin, the SPE was not seagetd ensure the performance of the
method. The limits of detection and quantificativere 1 and 51 g mL?, respectively, with
coefficients of variation lower than 10 and 16% tioe repeatability and reproducibility. The
analysis of real samples showed that both methoel€apable to differentiate and identify

adulteration from the bacterial contamination irkkmi
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1. INTRODUCAO

A adulteracao de leite e produtos lacteos pordadig soro de queijo tem sido alvo
de muitos estudos, principalmente, apdés as fraddésctadas em 2007 em laticinios no
estado de Minas GerdisA legislacdo brasileira estabelece que o leistauaizado, o leite
esterilizado e o leite em pd ndo possam contella®lile soro de queijo acima do especificado
na Instrucdo Normativa n°69 (2006) do MinistérioAdaicultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) 2. No entanto, a adulteracdo, pela adicio deste é@tonomicamente atrativa, pois
além de utilizar um residuo da inddstria queijeatanenta o volume do leite comercializado,
0 que torna a concorréncia mercadologica deslegajugicando a empresa idénea e o

consumidor.

O caseinomacropeptideo (CMP) é um peptideo esmeahcontrado no soro de
queijo, que é formado a partir da clivagem idaaseina pela acdo da quimosina. Pode
também ser produzido pela acdo da protedlise lacterPseudo-CMP), decorrente da
contaminacdo do leite, principalmente por bactépairotroficad® Uma vez que a
guantidade de CMP no soro é proporcional a qualdidiek-caseina no leite, é possivel
detectar fraude no leite pela adicdo de soro armatquantificacdo de CMP na amostra.
Entretanto, os métodos utilizados para deteccédhleracdo ndo sao especificos, pois ndo
sao capazes de diferenciar o CMP e o Pseudo-CMiingipal dificuldade no controle desse
tipo de fraude é a autuacédo das empresas fraudsexs quais preferem uma multa por falta
de higienizacdo, no caso de contaminacdo por lestgsicrotroficas, do que responderem

por crime contra a saude publica e contra a ecanpopular.

Existem quatro tipos principais de caseina nee lbibvino: aS1-, aS2-, -, e
k—caseind. Todas as quatro séo fosforiladas em residuosifispe de serina e em adicéo a
k—caseina é glicosilada em diversos grausssim, o CMP é heterogéneo e contém todos os
sitios originais de modificagbes pos-traducionads ketcaseina: sitios de glicosilacdo e
fosforilacdo do CMP (Figura 1). Quatro variantesageas do CMP foram identificados,

oriundos da—caseina A, B, Ce E™. As variantes A e B sdo as formas mais freqliemntes



leite bovind®*!®> Ambas as variantes existem em formas individuatmee duplamente

fosforilada*®**e podem ser expressas de modo homozigoto ou higietm
106 CMP (Variante A)
¥ v 169
M| AIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPT T EAVESTVATLEDSPEVIESPPEINTVQVTSTAV
[1] , [A]
107 Pseudo- CMP y (Variante B) 7y

Figura 1. Sequéncia de aminoacidos das variantedtigas (A e B) do CMP e do pseudo-
CMP. Os pontos de variagdo genética A e B est@e entchetes. Os residuos de Serina (S)
em negrito representam os sitios de fosforilagbes eesiduos de tirosina (T) sublinhados

representam os sitios de glicosilacdes.

O controle de qualidade do leite e derivados derrear-se cada vez mais rigoroso e
frequente. A industria de lacticinios e as entida#@sponsaveis por assegurar a autenticidade
destes produtos necessitam ter a sua disposicé@s e possam dar respostas precisas em
tempo real, ao longo das varias etapas de fabdcacé&omercializacdo, minimizando os

custos decorrentes de qualquer anomalia que possa S

As técnicas cromatogréficas e a eletroforese aapilem como o0s ensaios
imunoldgicos, tém sido os mais adequados paraaavaliqualidade e autenticidade dos
produtos alimentares contendo leite e/ou proteifageas. O desenvolvimento de
metodologias rapidas utilizando cromatografia Hquide alta eficiencia (CLAEY ™ e
eletroforese capilar (EC) tem melhorado considénasete os tempos de anali¥e Além
disso, o acoplamento das técnicas cromatograficaspactrometria de massa (MS) tem

possibilitado a identificacéo incontestavel destasstancids*

O desenvolvimento de um método para diferenciagdie CMP e Pseudo-CMP, se
faz necessério, tendo em vista o grande niumermaddds na inddstria de laticinios. A adicdo
de soro de queijo ao leite ndo somente adulterarapasicdo do produto, causando
diminuicdo do valor protéico do leite, mas constittna grave infracdo penal, configurada
como crime a economia popular. Para as agénciatadegas, é de extrema importancia o

desenvolvimento e otimizagdo de métodos analitepszes de determinar de modo eficaz a



presenca de peptideos marcadores em leite. Asaiio,se presente trabalho vem ao encontro

desta importante demanda.



2. OBJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Desenvolver metodologia analitica capaz de difgaene identificar de modo
inequivoco a adulteracdo do leite por adicdo de st queijo da contaminagdo por
microorganismos psicrotroficos utilizando cromatdigr liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrémetro de massas mdem(CLAE-EM/EM) e analise protedmica.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

- Implementar metodologia analitica para a detesg@éin de caseinomacropeptideo e
pseudo-caseinomacropeptideo em leite utilizandoestéigp com tripsina e analise
confirmatéria por CLAE-EM/EM (Metodologia 1);

- Avaliar o desempenho da extracdo dos analitdgarido banho de ultrassom por
cromatografia de exclusdo molecular e deteccdo goanjo de diodos comparado a
metodologia descrita na Instru¢gdo Normativa n°® 6 Mihistério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (IN 69 — MAPA);

- Estabelecer um protocolo de extracdo em fasalas@bara purificacdo e pre-
concentracdo dos analitos em substituicdo ao piroeatb de coleta de fracdes descrita na
Instrugdo Normativa n°® 07 do Ministério da Agricuét, Pecuéaria e Abastecimento (IN 07 —
MAPA);

- Implementar e validar metodologia analitica pam determinacdo de
caseinomacropeptideo e pseudo-caseinomacropepticiedeite utilizando digestdo com

pepsina e analise quantitativa por CLAE-EM/EM (Mktimgia 2);



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1COMPOSICAO E QUALIDADE DO LEITE

3.1.1 Legislacao e caracteristicas fisico-quimicas dotei

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e daaldido Leite Cru Refrigerado,
descrito na Instrucdo Normativa N° 51 do Ministérita Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (IN 51, MAPAJ, o leite cru refrigerado deve apresentar os seggiin

requisitos minimos de qualidade dentro da propdedaral (Tabela I):

Tabela I. Requisitos fisico-quimicos do leite @sfriado dentro da propriedade rural.

Requisitos Limites
Gordura, g/100g > 3,0 (leite integal
Densidade relativa a 15°C g/mL 1,028 a 1,034
Acidez titulavel, g 4cido latico/100 mL 0,14 a0,18
Extrato seco desengordurado, g/100 g > 8,4
indice crioscopico Méaximo -0,512 °C
Proteinas, g/100 g >29

* E proibida a realizacéo de qualquer processoatiegmizacdo ou desnate na propriedade
ruraf?. Adaptado da fonte 22.

3.1.2 Composicéo do leite

O leite € composto por diferentes substancias, ftujgdo € fornecer nutrientes e
protecdo imunologica para o neonato. Alem dessa®as biologicas, o leite oferece grandes
possibilidades de processamento industrial pardtangdo de diversos produtos para a
alimentacdo humana. As caracteristicas fisico-guasndo leite sdo muito importantes para a
elaboracao de diferentes produtos lacteos.

A mudanga na composi¢cdo do leite pode alterarifEigtivamente o seu valor
nutricional como matéria-prima para a fabricacaaldevados. Para ilustrar esse fato, uma
diminuicao de 0,5% de solidos totais ou 0,1% entgmas pode significar uma perda de até 5
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toneladas de leite em p6 ou 1 tonelada de quegpectivamente, para cada milhdo de litros
de leite processados na industria. De acordo c@abala Il a composicdo média do leite de

vaca das diferentes racas especializadas no Bésiapresenta variacdes significativas para
proteinas, cinzas e lactose. Entretanto, a ragayapresenta maior porcentagem de gordura

em relacdo as outras ragas.

Tabela Il. Composicao (porcentagem) do leite davale diferentes racas especializadas no

Brasil de regides temperadas.

(%) Holandes Jerse Pardesuicc
Proteina 3,2¢ 3,9¢ 3,64
Gordura 3,54 5,13 3,99
Cinzas 0,72 0,77 0,74
Lactose 4,68 4,83 4,94

EST 12,16 14,42 13,08

Fonte: Adaptado da referéncia 23.

(*) EST - Extrato seco total

3.1.3 Proteinas do leite

As proteinas do leite podem ser classificadas esgtandes grupos: as caseinas e as
proteinas do soro. As caseinas podem ser defin@as a fragdo das proteinas do leite que
sofre precipitacdo em pH 4,6; o restante das prageque ndo sofrem essa precipitacdo &

chamado coletivamente de proteinas do soro.

As caseinas sdo fosfoproteinas sintetizadas nlagascéepiteliais da glandula
mamaria e secretadas na forma de micelas (agrupasnda varias moléculas de caseina
ligadas a ions, como o fosfato de calcio), comgistide quatro principais variantes genéticas:
0-S1,0-S2,p e k-caseing>. A composicdo destas variantes em relacéo a peotefal esta

descrita na Tabela IIl.



Tabela 1ll. Composicéo das fragdes protéicas de.lei

Tipo de proteina % em relacdo a proteina total
a-caseina (S1 e S2) 45
B-caseina 24
Proteinas do soro 19
K-caseina 12

Fonte: Adaptado da referéncia 23.

Sendo as caseinas responsaveis pela estabilizacgémulséo, varios modelos tém
sido propostos nos ultimos 50 anos para definuraaestrutura. O modelo da submicela foi o
mais estudado. Neste modelo, as caseinas se agnagamteracdes hidrofobicas em
subunidades de 15-20 moléculas ¢ada padréo de interacéo é tal que provoca umagéaria
no teor dex-caseina nestas submicelas. A superficie é rica-easeina e a regido pobre ou
totalmente deficiente errcaseina esta localizada no interior da micela caapmesentado na
Figura 2.

- ° Fosfato de
Rico em calcio Pobre em

K—caseina K-caseina

Figura 2. Estrutura da micela de caseina. (ForitanGkphat, 2008},



3.2 FRAUDES POR ADICAO DE SORO DE QUEIJO

3.2.1 Processo de produgéo de queijo

A industria de producédo de queijo produz aproximast@e 9 kg de soro para cada
quilograma do produto final. Segundo o MinistéreoAfricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), queijo é “o produto fresco ou maturado geeobtém por separacao parcial do soro
do leite, coagulados pela acéo fisica do coalheimeas especificas de &cidos organicos,
isolados ou combinados. A fungédo do coalho, utliizam todos os tipos de queijo exceto 0s
frescos tipo “cottage”, € precipitar a caseinagmisno leite. A principal enzima responsavel
por essa acdo é a renina (quimosina), uma fosfipeide acdo proteolitica especifica que
atua hidrolisando ligactes peptidicas, entre ona@dweidos (aas) 105-106 dacaseina (169
aas), transformando-a em pargaseina (105 aas) que precipita e em caseinonmgutfdpo
(64 aas) que permanece soluvel no soro (FiguraA8).proteinasp-lactoglobulina ea-
lactalbumina, assim como o peptideo caseinomactiolgep estdo presentes em grandes quantidades

no soro de queifd. O caseinomacropeptideo possui massa aproximada0@@ Da e é

comumente utilizado como marcador da adulteracdeiepor adicdo de soro de queijd®
26

—)[O.ueijo (precipitado) ]

~

Leite in natura
Digestdo enzimatica
(quimosina)

> [Soro (proteinas sollveis) ex. f-lactoglobulina ]

3 Para-x-caseina (1-105 aas) ]

K-caseina

quimosina

(169 aminoacidos - aas)

p
Caseinomacropeptideo (106-169 aas)
—> CMP

Figura 3. Esquema do processo enzimatico na prodde&gueijos: clivagem da k-caseina
pela acdo da enzima quimosina, na qual a pam@aseina precipita (queijo) e o

caseinomacropeptideo (CMP) permanece soluvel mo sor



Outro método de coagulagdo da caseina € adiciando &rganico ao leite em
quantidade suficiente para igualar o pH do meig@aato isoelétrico da proteina (pH 4,5).
Neste pH as micelas de caseina agregam-se e fastiftsse método fornece queijos de

gualidade inferior aos produzidos pelo método eatiou.

3.2.2 Protedlise bacteriana

A espécie mais comum de bactéria psicrotréfica minada no leite €seudomonas
fluorescens A atividade de lipases e proteases desta bacénana das causas mais
frequentes de alteracdes no sabor e demais casticees organolépticas do leite. A protease
deP. fluoresceng termoestavel e causa alteragdes no leite reddge A enzima foi isolada e
caracterizada por Mayerhofer e colaboraddfesjue demonstraram que se trata de uma
enzima extracelular, estavel ao calor requerenddndrds em temperatura de 62,8 graus
centigrados para sua completa desativacdo. Edmesencontraram que uma quantidade tao
baixa quanto 0,2 unidades de enzima por mL de te#ntido a 4 graus por 30 dias ja era
suficiente para provocar sabor amargo no leitee Betargor € provocado pela presenca de
residuos de tirosina e de triptofano livres noeletb que € indicador caracteristico de

protedlise?’.

Quando incubada em leite desnatado em temperaguelfrigeracaol. fluorescenga
apresenta proteases intracelulares ap6s apenasor28 He incubacd®d As proteases
extracelulares surgem apds 7 dias de incubacaoot@gse extracelular foi caracterizada por
Kohlmann e colaboradores como sendo estavel ergré2 graus e na faixa de pH de 5,5 a
8,5 8, Estes autores também verificaram a inibicdo déepse pela adicdo de EDTA, um
agente quelante, o que indica que se trata de wtelaprotease.

Apesar deP. fluorescensproduzir diversas proteases extracelulares, tdéas
caracteristicas bastante similares, inclusive magsgacular (cerca de 50 -55 kA). Em geral,
trata-se de proteinases zinco-dependente. Koka&¥feumilizaram micelas artificiais de

caseina com marcadores de fluorescéncia para diederancinética de uma protease isolada



de P. fluorescendgk098. Esta mostrou a hidrélise preferenciakezaseina, que constitui a

camada mais externa das micelas e que é a graspmsavel pela estabilidade dedfas

Dogan e Boor isolaram 338 cepasR&sudomonas spem leite cru e pasteurizado
em plantas de producéo de laticinios. Deste t@& éramP. fluorecensas demais foram
caracterizadas conféseudomonas putidsendo que 51% de todos os isolados eram protease
positivos®. A correlacdo entre o nimero de bactérias e achrtede alteracdes no sabor de
leite processado e contaminado [eudomonas spstabelecez10’ UFC/mL como a
quantidade de bactérias suficiente para provocaprateoslise causando alteragbes

organolépticad".

As proteases de. fluorescengguando presentes no leite sdo termo resistentes e
continuam a degradacao do leite mesmo apos tratart@mico. Estas proteases clivam-a
caseina entre os aminoacidos 106 e 107, muito bantela quimosina, produzindo o pseudo-
caseinomacropeptideo (63 aas) e o pseudoe-iparaseina (106 aas) (Figura 4). A diferenca
entre CMP e pseudo-CMP é de apenas um aminoacetm(rima) ocasionando muitas vezes,
dependendo da técnica, resultados falsos positivos.

—> .
Pseudo-para-k-caseina (1-106 aas)
K-caseina _
Proteases*
(169 aminodcidos - aas) pseudo-Caseinomacropeptideo (107-169 aas)
—>

Pseudo-CMP

*Proteases produzidas por Pseudomonas fluorescens

Figura 4: Esquema do processo de protedlise de peit acdo de proteases liberadas por

Pseudomonas fluorescens
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3.2.3 Legislacdo para controle de leite e produtos lacteo
3.2.3.1Instruc&o Normativa N° 68, 12 de dezembro de 2008\ 68, MAPA)*

O objetivo desta instrucdo normativa € oficializer Métodos Analiticos Oficiais
Fisico-Quimicos, para Controle de Leite e Produtigeos, em conformidade com o anexo
desta Instrucdo Normativa (IN), determinando qugnseutilizados nos Laboratorios

Nacionais Agropecuarios (Art. 1°).

Além de outros métodos analiticos, a IN 68 apresdatalhadamente o método para
detecgdo de fraudes por adicdo de soro de queijeitendenominado indice de CMP. Este
método baseia-se na deteccdo e quantificacédo dmoasacropeptideo (CMP) proveniente da
acao proteolitica de enzimas por meio de cromafiadfquida de alta eficiéncia (CLAE) com

separacao em coluna de filtracdo em gel e detengadtravioleta (UV).

3.2.3.2Instrucdo Normativa N° 69, 13 de dezembro de 2008\(69, MAPA)?

O objetivo desta IN é instituir critério de avaBacda qualidade do leite in natura,
concentrado e em po, reconstituidos, com base nodménalitico oficial fisico-quimico
denominado indice CMP, de que trata a Instrucamstva n® 68, de 12 de dezembro de
2006 (Art. 1°)

Somente quando o indice de CMP for de até 30 ntgfitg miligramas por litro), o
leite de que trata o art. 1° desta Instrucdo Nawgtodera ser destinado ao abastecimento
direto (Art. 2°).

Quando o indice de CMP do leite estiver entre 3Qnfigihta miligramas por litro) e
75mg/L (setenta e cinco miligramas por litro), eptalera ser destinado a producdo de

derivados lacteos.

Quando o indice de CMP do leite estiver acima deniffiL (setenta e cinco
miligramas por litro), este podera ser destinadtiraentacdo animal, a industria quimica em

geral ou a outro destino.
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3.2.3.3Instrucdo Normativa N° 07, 10 de marco de 2010 (IR7, MAPA)*

Esta instrucdo normativa aprovou o Método Oficial Beterminacdo de CMP
(caseinomacropeptideo) em leite, por HPLC, Eleteste  Capilar e
Espectrometria de Massas em leite, em apresentatéggrais, semi-desnatadas e desnatadas,
tratados por processos de UHT ou pasteurizacdo (At O método de que trata esta
Instrucdo Normativa foi adotado pelos laboratérmertencentes a Rede Nacional de
Laboratérios Agropecuarios do Sistema UnificaddAtEncdo a Sanidade Agropecuaria (Art.
2°).

3.3 DIGESTAO ENZIMATICA E ANALISE DE PEPTIDEOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS EM MODO TANDEM (CLAE-EM/EM)

A digestdo enzimaticd®>*°

€ muito utilizada na analise de proteinas, por
espectrometria de massas, pois estas geralmergegposnassas moleculares altas, além de
variantes genéticas e sitios de modificacdes tradais. A utilizacdo de enzimas promove a
clivagem em pontos especificos e conversdo dagipast em um conjunto de peptideos.
Dentre as razdes para o0 uso de peptideos e namtéénps intactas é que, de forma geral,
proteinas séo de dificil manuseio e degradam-sienfate. Além disso, a sensibilidade dos
espectrémetros de massas para a analise de pspdideasideravelmente maior, sendo mais

eficientes para obter informac&o estrutural deifeps com até 20 aminoacidds

3.3.1 Digestédo enziméatica com tripsina ou pepsina

As enzimas tripsina e a pepsina sdo comumenteadds na analise de proteinas
19253839 No CMP, a tripsina (EC 3.4.21%2)cliva cadeias de peptideos e proteinas
especificamente na ligacdo carboxila dos amino&cidma e arginina, enquanto a pepsina

(EC 3.4.23.1% cliva preferencialmente nas ligac6es carboxilaeemminoéacidos hidrofébicos
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tirosina e (iso)leucina. Para a maioria das pragimsta clivagem resulta em produtos de
digestdo de faixa de tamanho apropriados parasanpblir espectrometria de massas. Para
identificar as proteinas (ou peptideos) de interesespectro de massas gerado pode ser

comparado com os fragmentos obtidos em program@ecifisos de sequenciamento de
proteinas.

A Figura 5 mostra a estrutura do caseinomacropeptitCMP) e do pseudo-
caseinomacropeptideo (pseudo-CMP) e os pontosidegyem pela acdo da tripsina, a qual
produz quatro peptideos menores de massa molepgavaria entre (500-780 g ol A
digestdo com tripsina pode ser parcial ou totalcaso de digestdo total a clivagem ocorre
entre as lisinas (K-K).

Peptideos do CMP Peptideos do Pseudo-CMP

AAAAAAAAAAA
WMULALELE n, SEEEE

AAAAAAAAAAAAA
M- MALEEEE WAL EEEE

TRIPSINA
CMP

“““ ~ 'O.-.. 190 o o i e
i MA TPPERKIKIN QDK TETPTINTITIASEEP

wwwww PO OUPEOOOIOIIIIOOTW

Pseudo-CMP 2

¥ _ "

v .Varlante genética B
Q o . . -
o .S|t|os de glicosilagéo

e e e

:Sitios de fosforilagao

Figura 5: Pontos de clivagem da digestdo enzimdficaaseinomacropeptideo (CMP) e do
pseudo-caseinomacropeptideo (pseudo-CMP) utilizanpsina. Quatro peptideos menores
sao gerados: Peptideos da clivagem parcial MAIPRBYP) e AIPPKK (pseudo-CMP) e os
peptideos da clivagem total MAIPPK (CMP) e AIPPIKdpdo-CMP).

A figura 6 apresenta os pontos de clivagem do @MiIB pseudo-CMP pela acéo da
enzima pepsina, neste caso sdo gerados dois meptide massas moleculares de 2008 Da
(pseudo-CMP) 2140 Da (CMP).
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Figura 6: Pontos de clivagem da digestdo enzimdficaaseinomacropeptideo (CMP) e do
pseudo-caseinomacropeptideo (pseudo-CMP) utilizae@sina. Dois peptideos menores séao
gerados: o peptideo MAIPPKKNQDKTEIPTINT (19 aminofs e massa molecular de
2140 Daltons) oriundo do CMP e o peptideo AIPPKKNQEIPTINT (18 aminoéacidos e
massa molecular 2008 Daltons) oriundo do pseudo-CMP

Apoés a digestdo enzimatica e subsequente anais€m@matografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE}®, para a deteccdo utiliza-se técnicas como ultieteo(UV),
fluorescéncia e acoplamento a espectrometria desawmastualmente, analisadores do tipo
triplo quadrupolo (EM/EM) tem sido utilizados entugs confirmatérios com excelentes
resultado¥. No primeiro quadrupolo, é realizada a separacés @ns moleculares
selecionados na varredura, no segundo quadruotdyém chamado de célula de colisdo
CID (cell induced collisiopy ocorre a fragmentacdo dos ions e no terceirargpalo, a

selecéo dos fragmentos originados no CID sao dmados ao detector de massas.

Um avanco na analise de biomoléculas, permitindesenvolvimento de métodos
analiticos confiaveis, é a utilizacdo de fontes ideizacdo branda - ESI (do inglés
Eletrospray lonization Na técnica CLAE-EM/EM dependendo do potencidicagdo na
camara de ionizacdo, € possivel gerar ions posifirmdo positivo) ou negativos (modo
negativo). A definicdo de qual dos dois sistemasaés adequado, dependera dos analitos e
matriz em estudo e é definido experimentalmente.
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A técnica CLAE-EM/EM se tornou uma ferramenta @pdinsavel na analise
protedmica, por ser uma técnica seletiva, sensiaphz de obter limites de deteccdo (LD) na

ordem de ng t: epg L™) e ser especialmente adequada devido & sua wkdegyv

3.3.2 Validacdo do método desenvolvido

7

Validar ensaios laboratoriais € estabelecer a abiliflade analitica do método

escolhido ou desenvolvido na execucao do ensaoobtencao do resultado.

Segundo a norma NBR ISO/IEC 17025, “Validagio @oaos é a confirmagédo por
exame e fornecimento de evidéncia objetiva de queeguisitos especificos para um
determinado uso pretendido sédo atendidos”. Os passtessarios para a validacdo de um
método analitico incluem o estudo dos seguinte@npetros: especificidade e seletividade,
linearidade, limite de detecgao, limite de quacdififo, exatiddo, precisdo, robustez,
incerteza da medic&0.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Solventes: agua ultrapura (Milli-Q) com resistiddacontrolada em 18,2 ®m,
metanol (JT BAKER, grau de pureza 100%) e aceitanifTedia, grau de pureza 99,9%).

Todos os solventes utilizados neste trabalho pasguau de pureza para analise de residuo.

Reagentes: tripsina de pancreas suino (SigmaeAldrpepsina da mucosa gastrica
suina (Sigma-Aldrich,), glicina (VETEC), acido dcét glacial (J.T Baker), &acido
trifluoroacético (Sigma-Adrich), grau de purez89%), acido tricloroacético (Merck, grau de
pureza> 99,5%), acido féormico (Sigma-Aldrich, grau de mag bicarbonato de amédnio
bioultra (Fluka/Sigma-Aldrich, grau de purez&9,5%).

Padrbes analiticos utilizados no desenvolvimenttralmalho: caseinomacropeptideo
(CMP), obtido da DaviscoFoods (MN, EUA), com grae pureza 91,3%; MAIPPKK e
AIPPKK, peptideos sintéticos da digestdo com tnigsProteimax (Sao Paulo, Brasil), grau
de pureza 100%; MAIPPKKNQDKTEIPTINT e AIPPKKNQDKTETINT, peptideos
sintéticos da digestdo com pepsina, obtidos da kipes (Australia), com graus de pureza
96,0% e 95,0%, respectivamente. Todos os padréas fconservados em temperaturas entre
-30°C e -10°C.

Na extracdo em fase sélida utilizou-se o cartBRBRATA-X™, 200 mg, 6 mL da
(Phenomenex). Este cartucho tem como fase estai@ian@olimero estireno-divinilbenzeno

considerado ideal para anélise de proteinas edeegtf.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das solucdes padréo e de reagentes

A preparacdo da solucdo de trabalho de CMP (comegio final de 1 mg mt), foi

realizada pela pesagem de aproximadamente 10 rpgdiéo (corrigido pelo grau de pureza
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0,0110q) e transferido para baldo volumétrico denlOtendo o volume ajustado com agua

ultrapura e 5 % de metanol.

A solucao de tripsina foi preparada pela pesage@0dng do reagente e diluicdo em
baldo volumétrico de 100 mL com &cido acético 50aiid’. O reagente pepsina foi
preparado na concentracdo de 1 mg'nuom agua ultrapura. Ambas as solucdes foram

divididas em aliquotas em frascos de 1,5 mL e mastem temperaturas abaixo de -20 °C.

As solucbes dos peptideos sintéticos foram prdparaonforme instrucdo do
fabricante, na concentracdo final de 10 mg'mSolucdes na faixa de 200 a 500 ngmL
foram preparadas para otimizacdo dos parametrossplectrometria de massas. Todas as
solucbes foram preparadas pela diluicdo adequadacetonitrila:agua (50:50) com 1 % de

acido formico (AF).

4.2.2 Metodologia para digestdo com tripsina

A metodologia empregada para a identificacdo ddtexdcdo em leite foi 0 método
utilizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuama Abastecimento (IN 68, 2006tom
algumas adaptacfes, sendo este 0 método quantitiitriagem, seguido de extragcdo em
fase sélida, digestdo com tripsina e analise aoafibria em sistema de cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas em modem CLAE-EM/EM*,

4.2.2.1Extragdo com banho de ultrassom

A precipitagdo das proteinas foi conduzida pel&cdad de 5 mL de &cido
tricloroacético 24% (TCA) em 10 mL de amostra. ABOsminutos em banho de ultrassom,
as amostras foram filtradas em papel qualitativd enL do extrato foi analisado por
Cromatografia Liquida com detecc¢éo por arranjoiddais em coluna de exclusdo molecular
(CLAE-DAD-CEM). Esta metodologia de extracdo foisdevolvida para substituir a
precipitacdo, por gotejamento e agitacdo magnéiide&Zada no método oficial descrito na

Instrucdo Normativa n® 68 (IN 68, 2086Para avaliacdo de desempenho do novo método
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foram realizadas duas curvas analiticas, uma pétodu oficial (MO) e outra pelo método
utilizando banho de ultrassom (MUS). Para avakan& diferenca entre os métodos foi feita
uma analise estatistica comparando os coeficiéinggges e angulares das regressfes através
do teste-T, as férmulas utilizadas estédo desanitadnexo 1*°. Posteriormente, a validacéo
do MUS foi feita conforme descrito na Tabela IV.

Tabela IV. Avaliacdo do método de extracdo em balgholtrassom (MUS).

Dial Dia 2 Dia 3
Curva analitica (MUS) Curva analitica (MUS) Curvelitica (MUS)
7 replicatas 0,5 LM 7 replicatas 0,5 LM 7 replicafgs LM
7 replicatas 1,0 LM 7 replicatas 1,0 LM 7 replicaig0 LM
7 replicatas 1,5 LM 7 replicatas 1,5 LM 7 replicaigs LM

LM = 30 ug mL* (Limite maximo segundo Instrucéo Normativa 69).
0,5 LM = 15ug mL% 1,0 LM = 30pg mL% 1,5 LM = 45pg mL*

4.2.2.2Extracdo em fase solida (EFS)

A enzima tripsina tem eficiéncia maxima na digestéh pH basico (pH 8.0). Como
a precipitacao utilizou TCA 24% que possui pH adjod 1,5), antes de efetuar a digestao
com tripsina foi necesséaria uma etapa de purifcgg@udanca de solvente). Alguns testes
foram realizados (Tabela V), variando-se os sodsede condicionamento do cartucho, bem
como solvente de eluicdo dos analitos em comparag&oo protocolo de extracdo proposto
pelo fabricante. A concentracao utilizada para iaagéo dos solventes de condicionamento
e eluicdo foi de 30 pg mi, concentracdo méaxima de CMP permitido nas amog@xas9,
2006Y. Para quantificacdo, a curva analitica foi feita matriz por adicdo da solucdo de
CMP 1 mg mL*, na faixa de 25 a 100 pug mLem leite cru, previamente analisado.
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Tabela V. Testes realizados para otimizacao destds de condicionamento do cartucho e

eluicdo dos analitos na extracdo em fase solidaS- E

Solventes de condicionamento Solventes de eluigéo

Protocolo 1) 4 mL de MeOH

_ ) 5 mL de ACN 90 % e TFA 0,1%
Fabricante  2) 4 mL de agua

L 1) 4 mL de MeOH 1) 4mLde ACN90 % e TFA 0,1%
Variagao 1 i
2) 4 mL de agua 2) 4 mLde ACN 90 % e TFA 1,0%
L 1) 4 mL de MeOH ) L
Variagao 2 1) 4 mLNH,Bic 50 mol L
2) 4mLde TFA0,1%
L 1) 4 mL de ACN 1) 4 mLde ACN90 % e TFA0,1%
Variagao 3 ) _ L
2) 4 mL de 4gua 2) 4 mLNH,Bic 50 mol L
o 1) 4 mL de ACN
Variagao 4 4mL de ACN 90 % e TFA 1,0%

2) 4mLde TFA0,1%

Solventes testados para otimizacdo do método dacéxt em fase sélida (EFS). MeOH (metanol)-

TFA (4cido trifluoroacético) — ACN (acetonitrila)NH,Bic (bicarbonato de amonio).

4.2.2.3Digestdo enzimatica com tripsina

Apos realizacdo do protocolo de ESF o solventeldiedo foi evaporado sob fluxo
de nitrogénio a 42 °C (x 2 °C). O extrato secoréddmado com 1 mL de bicarbonato de
aménio 50 mM (pH 8.0), 100 pL de uma solucéo gesima 200 ug mt e homogeneizado
emvortex A digestédo foi realizada em banho com agitacd® & por 4 horas. O produto da
digestao foi diluido 10 vezes em agua ultrapurdifacada (0,1% de acido acético e 0,02%
de TFA) e submetidas a andlise confirmatoria pohAEAEM/EM.

4.2.2.4Andlise Confirmatoria - Diferenciagdo entre CMP e geudo-CMP.

Para a determinacdo das condi¢Bes do espectrodeetrassas é necessario que 0s
analitos sejam introduzidos um a um por meio dasiéb. A descricdo dos parametros a
serem otimizados estdo descritos no Anexo Il. Rramente, efetua-se uma varredura na

faixa de massa do analito para determinar o ioecutdr (Anexo 1ll). No caso da analise de
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peptideos existem mais de um sitio de ionizacdmmalmente as moléculas sdo carregadas
com cargas [M+H],[M+2H]?* [M+3H]**. Ap6s determinar o fon molecular mais intenso é
realizada a fragmentacdo e posterior selecdo dagméntos (Anexo 1ll). No
desenvolvimento de métodos quantitativos sao n&desspelo menos dois fragmentos,

sendo um quantificador e o(s) outro(s) qualifica@s).

Para a analise confirmatoria por CLAE-EM/EM a sapao por cromatografia
liguida foi realizada utilizando a coluna PLRP-St{eno-divinilbenzeno, 15 cm 4,6 mm,
300 A)®. Os parametros para a andlise por espectrometrimnassas foram definidos
utilizando o modo de ionizaca@ectrospraypositivo (ESI +). A quantificacéo foi realizada
no modo de MRM (do inglédultiple Reaction Monitoring com duas (ou mais) transicoes:
quantificador e qualificador. Para a otimizacdo dasgmetros do espectrometro de massas
foram utilizados peptideos sintéticos (produtosdigestdo completa e parcial do CMP e
pseudo-CMP com tripsina). Esta etapa foi realizagdtamaticamente pelo software Analyst
1.6.1. A fase movel foi composta de agua (fase agetonitrila (fase B) ambas com 0,1% de
acido acético e 0,02% de acido trifluoroacéticoA).F/arios gradientes de fase mdével foram

testados com a finalidade de obter a melhor sepa®gre os analitos.

4.2.3 Metodologia para digestdo com pepsina

A metodologia 2 para a identificacdo da adultevasx@ leite envolveu precipitacédo
com &cido tricloroacético (TCA), digestdo com peps® analise em sistema de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em taodien) CLAE-EM/EM.

4.2.3.1Precipitacdo das proteinas

A precipitacdo das proteinas e extracdo dos aesdldi realizada com TCA na
concentracao final de 8%, em tubos de centrifugh,SlenL. A curva analitica foi preparada
em matriz (leite bovino cri) pela adicdo de quates crescentes da solucdo de CMP 1,0

mg mL* conforme tabela VI. O volume final foi de 1 mL gaal 500 pL de TCA 24 %
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foram adicionados. Os tubos foram colocados em dalgh ultrassom por 30 minutos e

centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos.

Tabela VI. Preparo da curva analitica utilizadaapguantificacdo no desenvolvimento do
método com pepsina.

Concentragao Volume de Volume de
(ug mLY) leite (L) padr&o iL)
0 1000 0
5 995 5
10 990 10
30 970 30
60 940 60
90 910 90

4.2.3.2Digestao enzimatica com pepsina

Apos a centrifugagdo uma aliquota do sobrenadantdicionada envial de 1,5
mL para posterior digestéo. A glicina (1 mof)Lfoi adicionada para aumentar o pH e a
proporcdo definida foi de 1:1 (amostra:glicina). guantidade de enzima foi definida
considerando a raz&do do ponto mais concentradaa analitica. O volume de amostra,
bem como o tempo minimo para digestao total foramizados (iten<t.2.3.2.1€4.2.3.2.2.
As concentracdes das solucbes de pepsina e dfmiam, respectivamente, 10 pg .1

mol L.

4.2.3.2.1 Otimizagao do volume de amostra

O volume do extrato utilizado para realizacado dgestdo € muito importante, pois um
volume muito pequeno pode interferir na sensibilelao método, mas também volumes
grandes podem ocasionar maior interferéncia daznadrionizacdo dos analitos em CLAE-
EM/EM. Experimentos com 50, 100 e 200 de amostras foram testados (Tabela VII).
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Tabela VII. Volumes de amostra testados para otigdia da resposta dos analitos no

espectrometro de massas.

Volume de Volume de Glicina  Volume de Pepsina  Volume de agua
amostra (L) 1 mol Lt (ulL) 10 pgmL?t (L) Deionizada (L)
50 50 10 890
100 100 20 780
200 200 40 560

4.2.3.2.2 Otimizag¢ao do tempo de digestao
Para determinar a extensdo da digestdo, estudondpo de incubacdo foram
realizados. Para este experimento, 14 frascos mimtama solucdo de CMP 3@ mL*
foram adicionados de 3L de pepsina (10 pg mi) e incubados & 37 °C até o momento da

analise. Os diferentes tempos de andlise estaatdssta tabela VIII.

Tabela VIII. Otimizacdo do tempo de incubacdo dseoamacropeptideo (CMP) com

pepsina.

Tempo de digestdo (horas)

1 2 3 4 5 6 7
8 10 16 24 36 48

Concentracéo das solucdes do experimento: CMRd30L™") e Pepsina (1g mL™).

4.2.3.3Analise dos produtos da digestdo com pepsina por GQEE-EM/EM

Para a analise por cromatografia a liquido acepta@spectrometria de massas, 0s
principais parametros de fragmentacdo foram defsida digestdo tedrica por meio de
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software especifico (SKYLINE). Os parametros daeespmetria de massas foram
otimizados no modo de ionizacélectrospraypositivo (ESI +) utilizando o software Analyst
e 0s peptideos sintéticos, produtos de digestao mepsina do CMP e pseudo-CMP. A
quantificacao foi realizada no modo de MRM (do @sgMultiple Reaction Monitoring com
duas (ou mais) transi¢des: quantificador e qualific. A fase movel neste método foi agua
ultrapura (fase A) e acetonitrila (fase B) ambas 1% de acido formico. Nesta etapa
varios gradientes de fase mével foram testadosa@imalidade de obter melhor separacéo e

intensidade dos picos cromatrogréficos.

4.2.4 Validagao da Metodologia utilizando digestao com pesina

Nesta etapa foram avaliados os parametros de desbmplo método de extracéo e
digestao, tendo como base os critérios de aceitestabelecidos na Decisdo de Comissao de
12 de agosto de 2002 (EC/657/2002).

4.2.4.1Faixa de Linearidade

Linearidade é a capacidade de o procedimento pirodasultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amodeatro de um intervalo especificado.

Neste ensaio foi feito uma curva de calibracdmtervalo de 1 a 12(g mL™.

4.2.4.2Limites de Deteccéo e de Quantificagéao

Neste experimento foi determinado o limite de dgiec(LD) do método o qual é
definido como a concentragcéo do analito que prashuzsinal de trés vezes a razao sinal/ruido
do equipamento. Para determinar o limite de gueatifio a razdo sinal/ruido devera ser
superior a 10 vezes. A determinacdo do LD e do diQeita utilizando curva do padréao em

solvente. O intervalo utilizado foi o mesmo descnib item 4.2.4.1.
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4.2 .4 3Efeito de Matriz

O efeito de matriz tem o objetivo de verificar genferéncia da matriz na resposta do
analito, podendo ocasionar supressao ou um aund@ntesposta. Sendo assim, trés curvas
analiticas foram testadas, uma fortificando o padii CMP em matriz e efetuando todos os
passos definidos para extracdo (curva recuperagng efetuando a fortificagcdo apds a

extracao tfissue standarde por fim a curva do padrédo em solvente.

4.2.4.4Testes de especificidade

A especificidade tem como objetivo determinar asenga de interferentes que
coeluem, ou seja, possuem ion molecular e fragc@nigual aos analitos de interesse. Nesta
etapa serdo avaliados: brancos de reagentes, brdaamlventes e analise do padrédo de CMP
sem digestao com o intuito de verificar se ocouebga gerando interferentes no tempo de
retencdo dos peptideos apoés digestéo.

4.2.4.5Repetitividade e Reprodutibilidade

Este ensaio consiste na andlise de sete replidatasnostras de leite fortificadas na
concentracdo do Limite méximo permitido (LM), natate e 1,5 vezes o LM. A
repetitividade e a reprodutibilidade séo verifiagalo calculo dos coeficientes de variacdo
das replicatas no mesmo dia e em dias diferer@sgectivamente. A Tabela IX apresenta um
resumo do procedimento. A partir destes dados sddierminados a repetitividade e
reprodutibilidade, bem como exatiddo e precisdmétndo.
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Tabela IX. Avaliacdo da repetitividade, reproduitilzide, exatiddo e precisdo do método de

digestdo com pepsina.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Curva analitica Curva analitica Curva analitica
7 replicatas 0,5 x LM 7 replicatas 0,5 x LM 7 reptas 0,5 x LM
7 replicatas 1,0 x LM 7 replicatas 1,0 x LM 7 replicatas 1,0 x LM
7 replicatas 1,5 x LM 7 replicatas 1,5 x LM 7 replias 1,5 x LM

LM= 30 pg mL* (Limite méximo estabelecido na Instrucdo Normati%8 de 2006).

4.2.4.6Testes de incubacdo deseudomonas fluorescens em leite

Como néo existe nenhum padrdo de pseudo-CMP disggrara aquisicao, testes de
incubacgdo da bactéria em leite, com o intuito @elpzir pseudo-CMP no proprio laboratério,
foram realizados. As amostras de leite incubadaanfoanalisadas conforme método

desenvolvido para digestdo com pepsina.

4.2.4.7Anélise de amostras reais

Neste ensaio foram selecionadas algumas amostia®grama de combate a fraude
do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecitoeas quais foram analisadas conforme
Instrucdo Normativa n°® 68. Também foram analisasla®stras de leite cru obtidas de

diversos produtores de leite do Rio Grande do $i@ eutros estados.

4.2.5 Equipamentos

O equipamento utilizado no desenvolvimento de analsanetodologias, para analise
dos produtos da digestao, foi um sistema CLAE-EM/@delo API 5000, marca Applied
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Biosystems/MDS SCIEX (Foster City, CA, USA) acomlaal um cromatégrafo liquido 1100
Series da marca Agilent Techonologies. Para onratéo dos dados foi utilizado o software

Analyst (Applied Biosystems).

Na validagdo do método de extracdo utilizandoas#tom foi utilizado um
cromatografo a liquido Shimadzu (Kyoto, Japao) gagd com amostrador automtatico (SIL-

HTc), bomba quaternaria (LC-20AT) e com detectoatanjo de diodos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. METODOLOGIA PARA DIGESTAO COM TRIPSINA

5.1.1. Precipitacéo utilizando banho de ultrassom

A metodologia atualmente utilizada pelo MAPA fap a precipitacdo das proteinas
com adi¢do de TCA por gotejamento sob agitacao étegn As principais limitacdes deste
meétodo séo o uso de bureta e a velocidade de g@efa, pois 0 analito pode precipitar junto
com a massa protéica. Além disso, as amostras deseprecipitadas uma a uma e filtradas
apos 1 hora de repouso. A utilizacdo de banho tdasabm permite a adicdo de TCA sem
gotejamento e as amostras sdo colocadas em banhdtrdssom para que ocorra a
desagregacao, facilitando a transferéncia do anedht massa protéica precipitada para o

sobrenadante. A tabela X apresenta os resultadio®sb

A avaliagdo de desempenho do método de extracdoogim foi realizada por
comparacao com o método oficial de analise (IN2686), que utiliza a técnica CLAE-CEM-
DAD. O método de extracdo proposto apresentou aepfes de variacdo dentro dos
parametros de aceitabilidade (EC/657/2002) para estel de concentracdo (variacdo <
15%). Além disso, a sobreposi¢cdo das curvas aalitevidencia que ndo ha diferenca
significativa entre os dois métodos (Figura 7).

Entretanto, para confirmar que ndo ha diferengafgigtiva, tanto o coeficiente linear
quanto o coeficiente angular do método proposto $yhEo devem diferir significativamente
dos coeficientes da regressdo da curva do métadialofMO). A tabela XI apresenta os
resultados do teste de igualdade entre os intesepentre as inclinagdes. A hipétese nula,
ou seja, de que ha igualdade entre os coeficiefaeserificada através do teste-t. Se t

calculado for menor que t critico, com 95% de amja, a hipotese nula é aceita.
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Tabela X. Resultados da avaliacdo de desempenhwettmlo utilizando banho de ultrassom

na extracdo (MUS) em comparacdo ao método ofikial)(

4 Ponto da Curva . Concentracao
Meétodo de : Area 5% Média DPR% CV %
extracdo (g le) calculada jgg mL )

MO 0 0,00 0,00 0,00 000 000
MO 0 0,00 0,00

MO 25 895104 29,33 29.08 035 1,21
MO 25 883134 28,83

MO 50 1458116 52,79 5257 031 0.60
MO 50 1447467 52,35

MO 75 2045389 77,26 7725 002 002
MO 75 2044768 77,24

MO 100 2644146 102,21 10213 011 011
MO 100 2640284 102,05

MO 200 4918546 196,99 196,94 0,07 0.04
MO 200 4916147 196,9

MUS 0 0,00 0,00 0.00 0.00 0.00
MUS 0 0,00 0,00

MUS 25 854167 30,51 3040 0,16 052
MUS 25 848974 30,29

MUS 50 1403370 53,94 5388 009 016
MUS 50 1400436 53,81

MUS 75 1989788 78,96 78.85 016  0.20
MUS 75 1984606 78,74

MUS 100 2288314 91,69 9178 013 0.14
MUS 100 2292651 91,88

MUS 200 4849953 200,97 20102 007 0.04
MUS 200 4852368 201,08

CV = coeficiente de variacdo; DPR = Desvio PadrétatR/o.

28



6000000 -

¥ = 23998x+ 191248 | 0
R? =0,9958

S000000

¥ = 23441x+ 138959 | paus -
4000000 - R* =0,9935 -

Area

3000000

2000000

1000000

0 50 100 150 200
Concentracio (g mL-D)

Figura 7. Curva analitica do caseinomacropeptidedR) em matriz (leite crd): MO =

método oficial de extracdo; MUS = método de exwagéizando banho de ultrassom.

Tabela Xl. Resultados do teste-t, com 95% de cogdiapara similaridade entre as curvas

analiticas do método oficial (MO) e do método m#itido banho de ultrassom (MUS).

Método Coeficientes t calculado t critico (a/2)
MO Coeficiente linear 191247 0,681 2,086
MUS 138959
MO . 23997
Coeficiente angular 0,718 2,101
MUS g 23441

Condicéo para similaridade: Se t calculado < torit

A analise estatistica para verificacdo de simitaded entre as duas curvas analiticas
mostrou que ndo h diferenca significativa entreaesicientes angulares e lineares. O teste-t
apresentou t calculado menor que t critico condiggesséaria para que a hipétese nula, de
que os coeficientes sdo iguais, ndo seja rejeitaqmrtir deste teste pode-se concluir que o

novo método de extracao é eficiente e que naofbigedca significativa entre as curvas.
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Para a avaliacdo de desempenho do método forairaed testes de repetitividade e
reprodutibilidade. A tabela Xl apresenta os regids desta avaliacdo, mostrando que o
método de extracdo proposto é tdo eficiente quantatilizado pelo MAPA, pois os
coeficientes de correlagcdo mostram uma respostarlina faixa de concentracdo estudada e
os coeficientes de variacdo (CV) das replicatasloles estdo dentro dos limites aceitaveis
(CV< 16% Inter dia e CV<10% Intra dia), utilizandmmo referéncia os critérios de
aceitabilidade do guia de validacdo da EC/657/3882 esta faixa de concentracdo. Sendo
assim, o método utilizando banho de ultrassom é alteenativa rapida e pratica, ao método
oficial. Variou-se também o analista (Dia 3) pavaliar a robustez do método. Os dados

brutos encontram-se descritos no Anexo V.

Tabela XlI. Resultados da avaliacdo de desempenmeétodo utilizando banho de ultrassom

na extracdo de caseinomacropeptideo (CMP) embleiti&o.

Curva analitica Coeficiente Intercepto Coeficiente (ge determinacéo
angular (R°>0,97)
Dia 1 (A1) 1,91E+04 93212 R?=0,9930
Dia 2 (A1) 2,08E+04 44554 R?=0,9857
Dia 3 (A2) 2,28E+04 38761 R?=0,9990
Nivel de Média Global CV % Intra Dia CV % Inter Dia Precisao
Fortificacéo (area) (CVv<10) (Cv<16) Intermediaria %
15 pg mL ™" 460243,0 5,4 1,1 5,5
30 ug mL ™" 749452,6 4,6 3,0 5,4
45 g mL ™" 1006475,1 6,8 2,2 7,1

CV = Coeficiente de variacdo; Al = analista 1; Admalista 2

Pontos da curva: 0, 25, 50, 75, 100 e L™
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5.1.2. Extracdo em fase sélida (EFS) para digestdo compsina

A eficiéncia da digestdo com tripsina esta direfiat@ relacionada com o pH, tendo
seu ponto 6timo em pH proximo a 8,0. Entretanfaregipitacdo das proteinas e extracdo dos

analitos no leite foi realizada com TCA que pogstlientre 1,0 e 2,0.

O método oficial de determinagcdo do indice de C&m® leite do Ministério da
Agricultura (IN 07, 2010) utiliza a coleta de fragdcorrespondente ao pico do CMP e
posterior digestdo. Neste método a fracdo coletatha em fase moével tampéao fosfato (pH
6,0), sendo necessario ainda o ajuste de pH p@raP8rém, como o volume de injecdo €
pequeno (100 pL), a concentracdo dos analitos tratexcoletado € muito baixa e isso
compromete a deteccdo em amostras proximas aoigripunto da curva. Uma alternativa
seria a evaporacdo do solvente das amostras erentadores a vacuo ou a utilizacao de
cartuchos de extracdo em fase sélida para purdtcapudanca de solvente e concentracao

dos analitos.

A mudanca de solvente é um ponto critico no métddizado pelo MAPA. Sendo
assim, a proposta neste estudo foi utilizar a e&tr&m fase sélida (EFS) para purificacéo e
concentracdo dos analitos em substituicdo a codtdracbes. Volumes de 1, 2, 3 e 4 mL de
amostra foram testados. A recuperacdo maxima fidlaltom 2 mL, sendo este o volume
escolhido para as analises. Valores acima seriadimones, pois aumentariam a concentracao

dos analitos e sensibilidade do método, entretlwotove saturacéo do cartucho.

O tempo de coleta da fragdes também foi um prableendo que para cada amostra
acima do limite (3qug mL™) sdo coletadas no minimo trés fracées da amosieacada ponto
da curva analitica. Como o tempo de andlise € dri@0tos e para uma Unica amostra seriam
necessarias 21 fragdes resultando em um tempod®tsete horas. Além disso, € necessario
que o analista permaneca em frente ao equipamspgramdo 0 momento certo de cada
coleta. Sendo assim, considerando o tempo gashoapanalise de uma amostra pelo método
de coleta de fragBes (7 horas), utilizando EFS pader feita, na metade deste tempo, a
analise de 6 amostras. Portanto, 0 método de EBE g&r uma alternativa ao método de

coleta de fracOes.
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O protocolo de extracdo em fase sélida escolhitibdescrito na Figura 8, sendo que
a condicao proposta pelo fabricante apresentouaredhresultados em comparacédo as outras

condicoes.

Condicionamento
4 mLde MeOH
4 mL de agua deionizada

A4

Lavagem
4 mLde ACN 10% e TFA0,1%

A4

Amostra
2 mL de amostra

N/

Eluicio
5 mLde ACN90% e TFA0,1%

N/

e

45 °C sob fluxo de N,
Retomaem 1 mL de NH,Bic 50 mmol L1

MeOH: metanol ACN: acetonitrila TFA: acido trifluorocacético N,: nitrogénio
NH,Bic: bicarbonato de aménio

Figura 8. Protocolo de extracdo em fase sdlida paridicacdo e concentracdo dos analitos.

Todos os testes foram realizados com padréo dénoasacropeptideo (CMP) em solvente

(4gua deionizada) na concentracéo dag@enlL™.

5.1.3. Parametros de espectrometria de massa — digestaarctripsina

A estrutura do CMP e do pseudo-CMP, é apresemtadgigura 9, bem como a
diferenciacdo no que diz respeito a digestdo capsima. Os peptideos gerados se
diferenciam na presenca (CMP) ou na auséncia (pseéMP) do aminoacido N-terminal
metionina (M). No caso da utilizacdo da enzimastnp deve-se levar em conta a digestéo
parcial ou completa, na qual sdo gerados peptidens duas (KK) ou uma lisina (K),
respectivamente. Para o peptideo com uma lisingestdo € dita como completa e para o

peptideo com uma lisina, digestao parcial.
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Figura 9: Estrutura do CMP e pseudo-CMP e os potoslivagem da tripsina (tesouras).
Clivagem total ocorre entre os aminoacidos lisiKaK] e a clivagem parcial entre os

aminoacidos lisina e (K-N).

A utilizacdo de peptideos sintéticos foi imporganta identificacdo e escolha dos
parametros da espectrometria de massas. Atravésfudsio, foram selecionados os ions
moleculares que apresentaram maior intensidadeteaelfh a fragmentacéo destes ions. Com
o auxilio do software Analyst os parametros e ac¢ga dos fragmentos mais intensos foram
otimizados. Apoés, a otimizacdo da fonte de ioniadcé feita, dois peptideos apresentaram
melhor ionizacdo, um para andlise de CMP e outma paanalise de pseudo-CMP. A
descricdo dos parametros otimizados encontra-sémexo Il. As Tabela Xlll e XIV
apresentam, respectivamente, os resultado da atgozdos parametros da fonte de ionizacéo

e da fragmentacéo dos ions selecionados.
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Tabela Xlll. Parametros da ionizag&o ptetrosprayno modo positivo para digestdo com

tripsina.
Parametro Valor
Potencial de Entrada (EP) 10 Volts
Gés de Colisédo (CAD) 10 Volts
Gas de cortina (CUR) 10 psi
Gas de Nebulizagéo (GS1) 55 psi
Gas Auxiliar (GS2) 50 psi
Voltagem do Spray Eletronico 5500 Volts
Temperatura, (TEM) 650 °C

Tabela XIV. Parametros otimizados para analise spe&rometro de massas dos peptideos

sintéticos por ionizacdo no modo positivo para sti@@ com tripsina.

Analito fon 01 Q3 DP CXP CE
MAIPPKK [M+2H]2+ 392,8 175,1 76 24 29
226,2 76 32 32
235,3 41 18 15
185,1 36 26 11
341,0 36 26 13

DP = declustering potential CXP = collision cell exit potential CE = collision energy
Unidade: Volt

A escolha dos ions moleculares, bem como a dos feagimentos, foi baseada na
intensidade ou eficiéncia da ionizacdo, ou sejeanfioos ions que apresentaram melhor

resposta.
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5.1.4. Cromatografia Liquida — digestdo com tripsina

Definidos os parametros do analisador de masga®xano passo foi estabelecer as
condicOes para a separacao cromatografica. O egitadide fase movel estabelecido esta
descrito na Tabela XV. Com este gradiente houvaragefo dos picos cromatograficos, sendo
mais um fator de seletividade do método desenvol\AdFigura 10 mostra o cromatograma

dos peptideos sintéticos em solvente (fase movel A)

Tabela XV: Gradiente de fase movel utilizado naasagio cromatografica.

Tempc (min)  Fase A% Fase B % Fluxo (uL)

3,0¢* 9C 1C 50C
0,00 90 10 500
2,00 90 10 500
8,00 50 50 500
9,00 50 50 500
12,00 90 10 500
15,00 90 10 750
23,00 90 10 750

*Tempo de equilibrio antes de cada injecdo. FasAgha - Fase B: Acetonitrila, ambas

com 0,1% de acido acético e 0,02% de acido triflacético.

A separacao dos picos se fez necessaria, pois osnpeptideos da digestdo com
tripsina sdo pequenos (6 aas) e diferem somendénimoacido metionina, a possibilidade de
fragmentacdo na fonte ndo pode ser descartad&sTastinjecdo individual de cada peptideo
identificaram que ocorria perda do aminoacido nmiti@ e isso geraria resultados falsos uma
vez que CMP pode se transformar em pseudo-CMP astesimara de colisdo gerando
fragmentos semelhantes. Com a separa¢do na cohmatografica, a identidade do peptideo
é inequivoca (Figura 10).
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Figura 10: Cromatograma dos peptideos sintéticos@uente (fase movel A), da digestao
triptica do pseudo-CMP (AIPPK) e do CMP (MAIPPKK).

A Figura 10 apresenta o cromatograma dos peptisiatsticos em solvente (fase
moével A). Ambos estdo na mesma concentracdo, nraseagam respostas diferentes no que
diz respeito a ionizacdo. O AIPPK, produto da d@@scompleta do pseudo-CMP, elui

primeiro devido ao fato de possuir menos sitiosigacao com a fase estacionaria.

As Figuras 11A e 11B mostram os produtos da digesiptica do padrédo de CMP
em solvente e em matriz, sendo que a digestdo k@ns® ndo passa pelo processo de EFS
como ocorre na digestdo em matriz. Neste estudbéemioram analisadas algumas amostras
reais para fins de confirmacdo da eficiéncia dood@tem diferenciar contaminacao

bacteriana da adicdo de soro de queijo no leitri(gs 12A e 12B).
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Figura 11: Cromatogramas do padrdo de CMP apéstédigeom tripsina. (A) Digestao do padrdo em sadver(B) digestdo em matriz.

6.26
1.9e1 ﬁ (A) 1.25¢4] | (B)
1.8e4 1.20e4) [
1.15e4]
1.Ted 1.10e4] If
1.6e4 1.05eA] |
1.5e4 1.00e4] |
9500.0! I
oy 9000.0
Lot 85000 il
104 2000.0
=y = 75000 . AMOSTRA 2274
e
3 AMOSTRA 926 & 70000 |
3 1.0e4 2. 6500.01 |
= 9000 0| f 6000.01 I
3 S 55000
@ 8000.0| 5 000 Il
70000y 4500.0 w‘ Il
6000.0] 4000.0 Il
5000. 3500.0 [l
30000 I “:
4000.0 o [
3000.0] 2000.0f \
1500.01 i\
2000.0] 1000.01 (I
1000.0f P 500.004 e ?
1 2 3 4 5 7 8 g 10 BE 1 2 3 4 5 8 78 8 g 10 11

.6 .
Time, min Time, min

Figura 12: (A) Amostra positiva para presenca dePCWarcador da adicdo de soro de queijo. (B) Aragsbsitiva para contaminacao por

Pseudomonas fluorescens

37



Nas Figuras 11A e 11B € possivel observar a difereéa resposta, mostrando que
quando o padréo € adicionado na matriz e passappet®esso extrativo (figura 11B) a
recuperacao é baixa. Entretanto, como nas andjs#esi-se por utilizar curva em matriz e
todas as amostras passam pelo mesmo processouersgéo ndo ira prejudicar 0s
resultados, desde que a sensibilidade da técnicaitpedistinguir com clareza os picos

cromatograficos.

As Figuras 12A e 12B apresentam os cromatograneaduhs amostras que
apresentaram os peptideos marcadores, na quaseoakentificada na figura 12A a presenca
predominante do peptideo (AIPPK) oriundo da contagdo do leite poPseudomonas
fluorescens.Na figura 12B, a deteccdo do peptideo da digestARcCMIP (MAIPPKK)
comprova que a amostra contém o marcador da adeg&oro de queijo em concentracao

alta, portanto considerada positiva para fraude.

A Figura 13 apresenta as curvas analiticas de €MPsolvente e em matriz apoés
digestdo com tripsina. A matriz neste caso apresemifluéncia na resposta do analito. A
escolha por curvas analiticas em matriz se fazsséada, quando ha influéncia desta, para

andlises de quantificacao.

1,60E+06 -

. solvente
140E+08 1y = 7262x + 15850 /
R? = 0,9959 /
1,20E+06
/
5 1,00E+06 - /
—
<< /
8,00E+05 - / atriz
6,00E+05 - 4

4,00E+05 - Ve
/ y =3227,2x - 26153
2,00E+05 - R? = 10,9843
0,00E+00 / . . . . ‘
0 50 100 150 200 250

Concentracdo pug mL-*

Figura 13: Curva analitica de CMP em solvente eretniz, apos digestdo com tripsina.
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Além do efeito de matriz, ocorrem perdas na etdp&FS e este € mais um fator
para a utilizacdo de curva em matriz, assim as @asg& a curva passam pelo mesmo
processo, 0 que elimina a necessidade de se aplicaou mais fatores de correcdo aos

resultados quantitativos.

5.2. METODOLOGIA PARA DIGESTAO COM PEPSINA
5.2.1. Digestado com pepsina

A pepsina € uma enzima que tem atividade maximaligestdo de proteinas e
peptideos em pH acido (préximo a 2,5), sendo o egmpresta uma alternativa muito
interessante para a analise de CMP, uma vez qua&daonecessidade da troca de solvente
como no método com tripsina, a qual é totalmen&ivia em pH acido. A digestao foi
realizada apdés precipitacdo com TCA, necessitapdnas um ajuste do pH 1,5 para pH 2,5.
Este ajuste foi realizado com adi¢do de volumesvalpntes de glicina 1 mol'tao volume
do extrato.

O ponto de clivagem desta enzima é diferenteijiria fornecendo um peptideo de
maior massa molecular e, portanto, mais espedffigura 14). De modo similar a tripsina, a
digestdo com pepsina exclui todos os pontos degawi genética (A e B) e os sitios de

fosforilacao e glicosilacéo.

OO OO O WS
R it

e e e T

‘_EJ.E.P..?.‘S.EJ.X.E&@Dihlélliili\.i
L o
@ variante genética B

@sitios de glicosilagao
@ sitios de fosforilagao

Figura 14: Estrutura do CMP e pseudo-CMP indicam@onto de clivagem da pepsina.
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5.2.2. Parametros de espectrometria de massa — digestaacpepsina

Os parametros definidos para os peptideos siosétita digestdo com pepsina
(Tabela XVI e XVII) foram obtidos na etapa de irdiasdos analitos e otimizagdo usando FIA
(flow injection analysisver anexo Il) os quais sao otimizados automatrdenpelo software
Analyst.

Tabela XVI. Parametros para a ionizagaogletrosprayno modo positivo para digestdo com

pepsina.
Parametro Valor
Potencial de Entrada (EP) 10 Volts
Gas de Coliséo (CAD) 12 Volts
Gas de cortina (CUR) 10 Volts
Gas de Nebulizagéo (GS1) 45 psi
Gas Auxiliar (GS2) 55 psi
Voltagem do Spray Eletrénico 5500 Volts
Temperatura, °C (TEM) 650 °C

Tabela XVII. Parametros do espectrébmetro de massasanalise dos peptideos da digestéo

com pepsina e ionizagdo no modo positivo.

Analito fon Q1 Q3 DP CXP CE
797,9 120 27 24

MAILINT  [M+3H] * 713,8 896.9 120 7 04
953,5 120 27 24

732,4 120 27 24

AI-INT [M+3H] ** 670,0 888.4 120 . ”
9124 120 27 24

DP = declustering potential CXP = collision cell exit potential CE = collision energy
unidade: Volt (V)
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Para otimizar a separacdo cromatogréfica foranizadibs os peptideos sintéticos
MAI-INT e AI-INT. O gradiente que apresentou melhoglacdo sina/ruido e picos
cromatrograficos mais intensos esta descrito nal@abVvIll. Com este gradiente ndo houve
separacdo dos picos, mas testes com a injecaadnagivde cada peptideo ndo apresentaram
picos interferentes, nem a fragmentagcédo na fonterdeacdo. Sendo assim, a coeluicdo dos

picos ndo ira comprometer os resultados.

Tabela XVIII: Gradiente de fase mével utilizado cramatografia liquida para analise dos

peptideos da digestdao com pepsina.

Tempc(min) Fase A% Fase B % Fluxo (uL)

2,0¢* aC 10 60C

0,00 90 10 600
2,00 90 10 600
5,00 40 60 600
10,00 40 60 600
12,00 90 10 600
15,00 90 10 600

*Tempo de equilibrio. Fase A: Agua - Fase B: Acétda, ambas com 0,1% de &cido

formico.

5.2.3. Otimizagdo do volume de amostra

A Figura 15 apresenta os resultados da determindgawolume de amostra para
realizacdo da digestdo com pepsina. O volume dgiR@@ amostra foi definido, pois nestas
condicOes as respostas foram consideradas satisfaddvolumes maiores podem aumentar o

efeito matriz na andlise por espectrometria podexscarar os resultados.
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Volume de amostra
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Figura 15: Curva dos dados obtidos para a otim@zdgévolume de amostra na digestdo com

pepsina.

5.2.4. Otimizacao do tempo de digestao

A otimizacdo do tempo de digestdo avaliou a respdatdigestdo de CMP (30 mg
mL™%) com pepsinaversus o tempo de incubacdo. Neste experimento manteva-se
temperatura em 37 °C. A figura 16 apresenta odtae®s de 1 a 48 h de incubacao, tendo um
aumento na resposta para os tempos de 1 a 4 kdooam 5 h e mantendo-se até 24 h. O
experimento foi realizado até 48 horas para vegBio do comportamento da reacao.
Entretanto, ap6s 16 h se torna muito dispendiasa, ¥ez que em analises de rotina se busca

maior rapidez na emisséo dos resultados.
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Figura 16: Otimizacdo do tempo de digestdo de was®icropeptideo (CMP 30y mL™)

com pepsina.

5.2.5. Validacédo da Metodologia utilizando digestdo com psina

A validacdo da metodologia utilizando digestdo goepsina apresentou resultados
satisfatorios, tendo como base os critérios ddagdm estabelecidos na Decisdo de Comisséo
de 12 de agosto de 2002 (EC/657/2002).

5.2.5.1. Faixa de Linearidade, Limite de Deteccdo e de Limgt de

Quantificacéo

A Figura 17 apresenta as curvas analiticas doddeest sintéticos em solvente na
faixa de concentracdo de 1 a 12 mL™. Neste intervalo os coeficientes de determinacao

apresentaram valores satisfatérios de linearidace gs dois peptideosiR 0,99).
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LINEARIDADE
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Figura 17: Curva analitica em solvente (agua deamtda com 0,1% de acido férmico) dos

peptideos sintéticos da digestdo com pepsina.

Para a determinacdo dos limites de deteccédo e adifjtacdo a mesma curva do
ensaio de linearidade foi utilizada. Tendo o p@@ipg mL™* como limite maximo permitido,
o limite de deteccdo (LD) foi o primeiro ponto dana 1pg mL*e o limite de quantificacdo
(LQ) o ponto de concentracdqug mL™. A relacdo sinal/ruido deve ser de 3 vezes para o LD
e de 10 vezes para LQ. A Figura 18 (A a D) mostraromatogramas do LD e LQ para os
dois peptideos (MAI-INT e AI-INT) e os respectivaalores da relacdo sinal/ruido. A tabela

XIX apresenta os resultados dos ensaios de lireebeié a tabela XX os resultados de LD e

LQ.
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Figura 18: Cromatogramas do primeiro ponto da cling mL™* da curva e do terceiro ponto
de concentracéosg mL*, referentes aos Limite de Deteccédo (A e B) e denfficacéo (C e

D), respectivamente.

Tabela XIX: Resumo dos resultados dos ensaios rémridade determinados pela curva

analitica dos peptideos sintéticos.

Curva analitica Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
angular linear determinacéo (R> 0,99)
Al-INT 3,87E+0:- 2437( R?= 0,998(
MAI-INT 4,96E+04 46407 = 0,9950
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Tabela XX. Resumo dos resultados dos limites decgéb e de quantificacdo, determinados

pela curva analitica dos peptideos sintéticos.

Al-INT MAI-INT
Relacéo sinal/ruido 1 mg mr* 197 176
Relacéo sinal/ruido 5 mg mr* 3661 1954
Limite de Deteccéo (LD) 1 pg mL? 1ug mL*t
Limite de Quantificacdo (LQ) 5pug mL*? 5pg mL?t

Critério: LD relagéo sinal/ruido > 3; LQ relaganad/ruido > 10

5.2.5.2. Efeito de Matriz

A Figura 19 apresenta as trés curvas analiticagramo® que h& interferéncia da
matriz na resposta do analito, podendo ocasion@aressdo ou um aumento da resposta.
Sendo assim, na curva matriz (recuperado) a fatiflo do padrdo de CMP ¢ feita antes da
extracdo, na curvaissue Standar{TS) a fortificacédo € feita no extrato da matria,seja, o
padrdo ndo passa pelo processo da extracdo enper durva do padrdo em solvente (Agua
deionizada com 0,1% de &cido formico). Neste erpanmto, foi possivel observar que a curva
em matriz apresenta uma inclinagdo menor que asaswem solvente e TS, que sdao bem
proximas, isso se deve a perdas no processo dac&asfr pois 0 metodo apresenta

recuperacdes em torno de 55 %.
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Efeito de Matriz
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Figura 19: Curva analitica da digestdo com pepdmaaseinomacropeptideo (CMP) para
identificacdo do efeito de matriz. Curva em soleetdigua deionizada com 0,1% de acido
férmico), em matriz (adicionado antes da extragiejntissue standardpadréo adicionado

apos a extracdo). Faixa de concentracdo 1 aud.20L™.

5.2.5.3. Testes de especificidade

A Figura 20 apresenta o cromatograma do padradvie €&m digestdo com pepsina.
A presenca dos fragmentos pode ser verificada alissardo CMP sem digestéo, entretanto a
concentracdo € muito baixa, ndo interferindo naftifizacdo. No branco de reagente, ou seja,
sem adicdo do padrdo de CMP (Figura 21), ndo foificelo a presenca de picos

interferentes no mesmo tempo de retencao.
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Figura 20: Padrao de caseinomacropeptideo (CMPYggstdo com pepsina.
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Figura 21: Cromatograma do branco de reagentesi(i@ep glicina), sem adicdo do padrao

de caseinomacropaptideo (CMP).
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5.2.5.4. Repetitividade e Reprodutibilidade

A tabela XXI apresenta o resumo dos resultados degierimento, os dados brutos

estdo descritos no Anexo V. Nesta concentracaoritias de aceitacao (EC/657/2002)

permitem coeficientes de variagcdo (CV) de até 16#a gV inter dia e de 10 % para CV intra

dia. O método apresentou valores de CV intra dia manivel 30pg mL* acima do
estabelecido na EC/657/2002.

Tabela XXI. Resultados do ensaio de repetitividadeeprodutibilidade para avaliacdo de

desempenho do método utilizando pepsina na diget&aaseinomacropeptideo (CMP) em

leite bovino.

Curva analitica Coeficiente angular Intercepto Coeficient((aF;jze>%(,aée7r)minagéo
Dia 1 3,17E+04 363818,65 R®=0,9891
Dia 2 2,99E+04 240786,37 R®=0,9911
Dia 3 2,65E+04 241455,32 R®=0,9959
Nivel ia o ia o iS5

L wesacbgk ) YDA Y eDane Cupee

15,00 13,7 7,4 3,8 8,3
30,00* 26,2 11,5 2,2 11,7
45,00 40,5 8,0 5,3 9,6

CV: Coeficiente de variacdo; *3flg mL™* (Limite maximo estabelecido na Instrucéo

Normativa n°68 de 2006).
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5.2.5.5. Testes de incubacao deseudomonas fluorescens em leite

Figura 22. (A) Placa contendo leite; (B) Placa eodb leite incubado corRseudomonas

fluorescensTempo de incubacéo: 72 horas. Temperatura déagéw 25 °C.

A Figura 22 A e B apresenta as placas contende t&mm e senP. fluorescens
respectivamente, evidenciando o crescimento na Basomente apos 72 horas. Os testes de
incubacdo dd°. fluorescenem leite para producéo de pseudo-CMP, mostraraamhquve
crescimento bacteriano e precipitacdo das protedpas 72 horas a 25 °C, entretanto a
analise dos produtos da digestdo do pseudo-CMPFonaonclusiva. Neste caso, um trabalho
mais detalhado se faz necessario para atingir aadtados desejados. Como este ndo € o

objetivo do presente trabalho, fica a indicacaa pin trabalho futuro.

5.2.5.6. Analise de amostras reais

Neste experimento foram analisadas amostras de &t de diversos estados
brasileiros. A Figura 23 apresenta o grafico ddism@e amostras de leite cru de diversos
estados do Brasil, neste estudo pretendeu-se estimsntidade de CMP enddgeno presente
no leite cru recém ordenhado. Sabe-se que em puaxavetabdlicos normais, pode-se
antever protedlise endégena, a qual pode estaiigetala com uma grande série de fatores,

como alimentagéo, clima, sazonalidade, idade, Eette estudo tentou levar em conta as
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diferengas mais relevantes referente ao rebanhmddeiteiro nacional, como regionalidade
e perfil genético. Os resultados preliminares desttam que a maioria das amostras
analisadas contém CMP em concentracdes proximisig® de quantificacdo, exceto GO 01
e PA F. A média das concentracdes, sem as am@®as e PF, foi de 5,8g mL™. Se
considerarmos esse valor como a media de CMP enddgacontrado em condi¢des
sanitarias normais no gado brasileiro, sugere-kguaa ampliacdo deste estudo de modo a
estabelecer novos parametros de qualidade parsgeonkcional, uma vez que a meédia de

CMP endogeno esta significativamente mais baixquioos limites de tolerancia atualmente

Vlgentes.
Amostras de Leite crd
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40,00 -|
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= 30,00
o
£
-]
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o
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- | II “l ‘ ‘ | I I||I
0,08 .I\ .I.I.II.I ............ I ......
a0 oOB3NS gaddagg - a3 nes s

Figura 23. Gréfico da determinacdo de caseinomaptajeo em amostras de leite cru de
diversos estados do Brasil. RS: Rio Grande doSti;Santa Catarina; GO: Goias; MG:

Minas Gerais; P: Para. A numeracao refere-se #ioglas coletados em cada estado.
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6. CONCLUSAO

O desenvolvimento da metodologia para a andlisérowtoria por CLAE-EM/EM
para diferenciacdo do CMP e pseudo-CMP utilizandestido triptica se mostrou eficiente.
Entretanto, este método é somente confirmatérics pé&o foi possivel efetuar a validacao
devido a grande variagao observada na etapa de@&&ensaios de repetitividade inter dia. A
necessidade de analise por cromatografia liquidateccdo por arranjo de diodos (método

oficial) ndo pode ser desconsiderada.

O método de precipitacdo e extracdo dos analiibzando banho de ultrassom foi
desenvolvido e validado por comparacdo ao métodmbfilo MAPA, apresentando-se como
alternativa aquele utilizado pelo Ministério da gittura (IN 68, 2006). O protocolo de
Extracdo em Fase Sdlida para purificacdo e coragiurdos analitos passou a substituir o
sistema de coleta de fragdes (IN 07, 2010) redozontempo de andlise de 7 horas para 30

minutos por amostra.

A separacao por cromatografia liquida utilizandootuna PLRP-S foi eficiente e a
utilizacdo de peptideos sintéticos permitiu a atagéo dos parametros de espectrometria de

massas, tendo em vista que nao existe padraoiemakt pseudo-CMP.

A escolha de uma enzima (pepsina) que tenha s ptimo de digestdo em pH
baixo, foi de extrema importancia, pois além desmapido, 0 método ndo apresenta erros
referentes as varias etapas de purificacdo da wletpd com digestéo triptica para mudanca

de solvente.

A validacdo da metodologia de digestdo com pepaprasentou resultados que
atendem aos critérios da Diretiva Européia (EC/BH72). Esta diretiva esta relacionada a
analise de residuos em alimentos, apresentandimsigritérios de aceitabilidade nos ensaios

realizados neste experimento.

O desenvolvimento deste método pode ser consideraaltitativo para determinacao
de caseinomacropaptideo (CMP), marcador da adcéierde leite bovino por adi¢cdo de soro

de queijo. Entretanto, para quantificar pseudonasgacropeptideo (pseudo-CMP),
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marcador de contaminacdo bacteriana, ha a necdsdigavalidacdo com padrdo de pseudo-
CMP, o qual ndo existe para comercializacdo. Urtexrativa seria produzi-lo, em grande
escala, através da incubacadPddluorescengm leite. Porém, o experimento nédo apresentou

resultados conclusivos, mas forneceu indicativea frabalho futuro.

A aplicacdo do método de digestdo com pepsina ganastras reais de leite cru
demonstrou a existéncia de uma quantidade vardev€@MP enddgeno no leite, o qual ndo
seria proveniente nem da adulteracdo por adicasode de queijo e nem por acdo de
proteases expressas por bactérias psicrotroficger&se a hipétese de se tratar de um indice
basal, originado pela autoprotdlise relacionadaprosessos proteoliticos endégenos, sendo
ambos processos fisiol6gicos normais, mas queganecser estabelecidos com exatiddo para
futura reviséo dos parametros adotados para oaterta qualidade do leite.
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ANEXO | (Férmulas obtidas da referéncia 43)

Férmulas para o teste para igualdade dos interceptos: HO

HO: Bapyo = Bayys H1: Bayo # Bayys

_ paMO — paMUS

\F‘E

Ba

SQE(MO) + SQEMUS)[ 1 1 x2 X3,
Q (J ) Q ( ) + + q,wo + ﬂ,\rJS

Ba= " aMO+nMUS—4 |nyo Numus Sl S eus

Férmulas para o teste para igualdade das inclinagées: HO

HO: Bbyo = Bbuus H1: Bbyo # Bbuuys

BbMO — BBMUS
Bb = o
V-8B

SQE(MO) + SQE(MUS)[ 1 1 ]
BE= " MO+ nMUS —4 L S0 Seemus

Rejeita HO se:

a
[Tg.l Z’t(E ,(yo + Naps — 4)

a: intercepto

b: inclinacdo

SQE: soma dos quadrados do residuo

MO: método de extracgdo oficial

MUS: método de extracdo com banho de ultrassom
n: numero de amostras

Sxx: variancia de x
X: média
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Célculos do teste-t para verificacdo de igualdaden&e curvas analiticas dos métodos de
extracao oficial (MO) e com banho de ultrassom (MUS

RESUMO DOS RESULTADOS Curva 0 0
Método oficial MO 0 0
25 895104
25 883134
50 1458116
Estatistica de regresséo 50 1447467
R multiplo 0,997889386 75 2045389
R-Quadrado 0,995783226 75 2044768
R-quadrado
ajuqstado 0,095361548 100 2644146
Erro padrdo 110424,727 100 2640284
Observacdes 12 200 4918546
200 4916147
ANOVA
al SQ MQ F
Regresséao 1 2,8795E+13 2,8795E+13 2361,481054
Residuo 10 1,21936E+11 12193620341
Total 11 2,89169E+13
Coeficientes Erro padréao Stat t valor-P
Intersecéo 191247,9 48866,32088 3,913695497 0,002895849
Variavel X 1 23997,918 493,8343921 48,59507232 3,28675E-13
RESUMO DOS RESULTADOS Curva 0 0
Método com ultrassom MUS 0 0
25 854167
25 848974
50 1403370
Estatistica de regressao 50 1400436
R multiplo 0,996761579 75 1989788
R-Quadrado 0,993533645 75 1984606
R-quadrado
ajuqstado 0,092887009 100 2288314
Erro padrao 133722,3811 100 2292651
Observacdes 12 200 4849953
200 4852368
ANOVA
al SQ MQ F
Regresséao 1 2,74746E+13 2,74746E+13 1536,466168
Residuo 10 1,78817E+11 17881675201
Total 11 2,76534E+13
Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P
Intersecéo 138959,175 59176,24574 2,348225597 0,040763806
Variavel X 1 23441,241 598,0246684  39,1977827 2,78979E-12
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Teste para igualdade de interceptos

SQE(MUS)  1,78817E+11

(Média)?

a(MUS) 138959,2 |

S(a) 15037647771  0,391666667 5889745377
t(a/2,20) 2,086 Bicaudal nao difere
t(a,20) 2,423 unicaudal nao difere

CONCLUSAO: COM 95% DE CONFIANCA OS INTERCEPTOS SAO
EQUIVALENTES (NAO tem diferenga siginicativa).

Teste do paralelismo das
Teste para igualdade de inclinagbes retas

SQE(MUS) 1,78817E+11

(Média)?

b (MUS) 234412 |

S(b) 15037647771 0,00004 601505,9108
t(a/2,20) 2,101 nao difere
t(a,20) 2,445 nao difere

CONCLUSAO: A DECLIVIDADE DAS RETAS NAO DIFERE DE FO RMA
SIGNIFICATIVA COM 95% DE CONFIANCA.
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ANEXO I
Descricao da otimizacdo dos parametros do analisadde massas (CLAE-EM/EM)

A otimizacdo e desenvolvimento de uma metodolqgma CLAE-EM/EM sé&o
necessarios trés etapas:

Primeira etapa: infusdo dos padrbes separadanmmante determinar os ions
moleculares e a otimizacao da fragmentacéo dogasal

Os parametros otimizados nesta etapa sao:

CAD (CAD Gas que controla a pressédo do gas na célula de aplisa
DP ([Declustering Potentialcontrola a voltagem no orificio de entrada do qQ
EP Entrance Potentialcontrola o potencial de entrada dos analitos @p Q

CXP (Collision Cell Exit Potentigl controla o potencial da saida da célula de awlisa
Q2), CE Collision Energy controla o potencial aplicado na célula de coli§®, entre
outros).

Segunda etapa: ocorre a otimizacdo das condig@dsnte de ionizacdo (FIA) do
inglés flow injection analysisNesta etapa os e preparada uma solucéo contedds ©s
analitos em estudo e 0s seguintes parametros,itdesabaixo, sdo ajustados de maneira a
obter a melhor condicdo para um analito ou um gdgpanalitos.

GS1 Gas] controla o gas de nebulizagéo);
GS2 Gas2 controla o gas auxiliar);
TEM (Temperaturetemperatura dbeatel;
CUR (CurtainGas o gas com fluxo entre aurtainplatee o orificio de entrada para o
QqQ);
IS (lon Spray Voltagecontrola a voltagem aplicada a agulha que ionizanastra na

fonte).
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ANEXO IlI

Espectros de varredura e fragmentacéo do ion molelauw AIN-T (produto da digestdo do pseudo-CMP com pgsina)
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Espectros de varredura e fragmentacéo do ion molelzu MAIN-T (produto da digestdo do CMP)
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1.15e6
1.10e6
1.05e6
1.00e6
95083
9.00e3
a50es
a00es iET
T7.50e35
T.00e5
6.50e35
FRAGMENTACAO MAI-INT m/z 714 [Carga+3)
5.00es5
4.50e5

4.00e3

25085
20085
15085
1.0085 Hl

5.00e4

gag 3., O0E 1058 5 1166.6
9597 7%~ 40463 1B 1S 5 jpsse 112441

L, .
700 T2 T40 TEQ TE0 800 Bz0 840 860 &80 200 sz 940 980 980 1000 1020 1040 1080 1080 1100 1120 1140 1160 1180 1200
m/Z,amu




ANEXO IV

Dados brutos da avaliacdo de desempenho do métode ektracéo utilizando banho de ultrassom.

] Conc. i Conc. 45 i Conc.

Lote/Nivel 15 pg.mlL-! Area Calc. 30 ug.mL-? Area Calc. pg.mlL-? Area Calc.
LOTE 1 15_1 465052 18,75 30_1 725807 3288 45 1 982189 46,77
Analista 1 15_2 480412 19,58 30_2 778059 35,71 45 2 1037914 49.79
15_3 456778 18,30 30_3 771529 35,36 45 3 1026843 4919

15_4 477962 19,45 30_4 762554 34,87 45 4 1019048 48,77

15_5 451608 18,02 30_5 872456 40,83 45 5 1042084 50.02

15_6 459313 18,44 30_6 800887 36,95 45 6 998212 47 64

15_7 484737 19,82 30_7 740237 33.66 45 7 971960 46,22

LOTE 2 15_1 515367 19,31 30_1 747488 30,97 45 1 1109399 49,15
Analista 1 15_2 555565 21,33 30_2 814505 34.34 45 2 1004078 43,86
15_3 536484 2037 30_3 706156 28,89 45 3 1090891 48,22

15_4 515251 19,30 30_4 787146 32,96 45 4 1043628 45,84

15_5 543610 20,73 30_5 808957 34.06 45 5 1168953 5214

15_6 524753 19,78 30_6 804067 33.81 45 6 1056837 46,51

15_7 522424 19,67 30_7 824824 34.85 45 7 1056055 46,47

LOTE 4 15_1 541581 20,63 30_1 858008 36,52 45 1 1172130 52,30
Analista 2 15_2 596080 23,36 30_2 837007 3547 45 2 1124171 49,89
15_3 546226 20,86 30_3 828888 35.06 45 3 1135206 50.44

15_4 496043 18,34 30_4 892914 3827 45 4 1051597 46,24

15_5 546498 20,87 30_5 850115 3612 45 5 1133141 50,34

15_6 542204 20,66 30_6 843633 35,80 45 6 1083434 47 84

15_7 522945 19,69 30_7 846368 35,94 45 7 1108176 49,09

Media 19,87 Média 34.92 Media 48,42

Desvio 1,25 Desvio 246 Desvio 216

CV% 6,27 CV% 7.05 CV% 4 .46

Variancia 0,50 Variancia 6,05 Variancia 4 66




ANEXO V

Dados brutos do experimento de Repetividade e Remtuotibilidade do método com pepsina.

RPM - Leite bovino

Padrao
Padrao
Padréo
Padréo
Padréo
Padréo
Padrao
Padrao
Padréo
Padréo
Padréo
Padrao

0,00
0,00
5,00
5,00
10,00
10,00
30,00
30,00
60,00
60,00
90,00
90,00

15,00
15,00
15,00
15,00
15,00
15,00
15,00
30,00
30,00
30,00
30,00
30,00
30,00
30,00
45,00
45,00

45,00
45,00
45,00
45,00
45,00

Dia

Pico Quantificacdo Pico Confirmagdo

300000
280000
736000
662000
620000
558000
1360000
1220000
2360000
2200000
3320000
3110000

770000
864000

774000
855000
767000
749000
859000
1250000
1310000

1190000
1060000
1090000
1060000
1160000
1520000
1560000

1480000
1740000
1610000
1640000
1670000

1

155000
157000
356000
333000
311000
299000
665000
619000
1160000
1110000
1610000
1580000

381000
413000

341000
378000
399000
401000
306000
658000
672000

609000
559000
557000
557000
604000
780000
805000

758000
889000
821000
847000
851000

Razéo lons

0,5167
0,5607

Razéo lons

713.800/953.700 713.800/798.000 Confirmacdo - Confirmacao -
Rl (Padrées) RI (Amostras)

Confirma
céo

Concentra
céo
Calculada

11,74
9,41
8,08
6,13

31,43

27,02

62,99

57,94

93,28

86,65

12,82
15,78
12,94
15,50
12,72
12,15
15,62
27,96
29,85
26,07
21,97
2291
21,97
25,12
36,48
37,74

35,22
43,42
39,32
40,27
41,21

& 1500000

3500000

3000000

2500000

2000000

a (cps)

1000000

500000

0

Curva Lote 1

y =31693x + 363819

R? =0,9891

0,00

10,00 20,00 30,00 40,00 5000 60,00

Concentraggo (ug mL-1)

70,00 80,00

90,00 100,00

Mean
S.D.

% Recovery

Intercepgao
Inclinagao
r

2

Faixa de
aceitacdo RI

Média
Tolerancia

Inferior
Superior

15,00
805428,6
51091,0
6,3
5369524
7

363818,6562
3,17E+04
0,9945
0,9891

Padréo

0,501

0,401
0,601

30,00

45,00

v v
1160000,0 1602857,1
v v

96953,6
84
3866667
7

89947,1
56
3561905
7




RPM - Leite bovino

Padrédo
Padréo
Padrédo
Padréo
Padrédo
Padréo
Padrédo
Padréo
Padrédo
Padréo
Padrédo
Padréo

0,00
0,00
5,00
5,00
10,00
10,00
30,00
30,00
60,00
60,00
90,00
90,00

15,00

15,00
15,00
15,00
15,00
15,00

15,00
30,00
30,00

30,00
30,00

30,00
30,00
30,00
45,00
45,00
45,00
45,00
45,00
45,00
45,00

Dia 2

Pico Quantificacdo Pico Confirmacéo

Raz&o lons
713.800/953.700 713.800/798.000 Confirmagéo
(Padroes)
247000 134000 0,5425
225000 125000 0,5556
362000 201000 0,5552
310000 173000 0,5581
597000 305000 0,5109
536000 286000 0,5336
1210000 595000 0,4917
1080000 559000 0,5176
2220000 1080000 0,4865
2020000 1020000 0,5050
3020000 1470000 0,4868
2730000 1370000 0,5018
641000 346000
642000 338000
587000 324000
707000 386000
684000 414000
660000 350000
544000 304000
919000 483000
1010000 519000
1160000 602000
970000 516000
1020000 521000
1020000 526000
1240000 637000
1150000 603000
1930000 993000
1520000 781000
1640000 842000
1180000 623000
1390000 724000
1560000 805000

Razé&o lons
Confirmagédo
(Amostras)

0,5398

0,5265
0,5520
0,5460
0,6053
0,5303

0,5588
0,5256
0,5139

0,5190
0,5320

0,5108
0,5157
0,5137
0,5243
0,5145
0,5138
0,5134
0,5280
0,5209
0,5160

Confirmaga

Concentragéd
o Calculada
(ua/ka)

4,05
2,31
11,91
9,87
32,40
28,05
66,16
59,47
92,90
83,20

13,38

13,41
11,57
15,58
14,81
14,01

10,14
22,67
25,71

30,73
24,37

26,05
26,05
33,40
30,39
56,46
42,76
46,77
31,39
38,41
44,10

Curva Lote 2

3500000
3000000
2500000
E 2000000

©
£ 1500000
R4

1000000 y=29917x+240786

500000 R?=0,9911

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Concentragdo (ug mL-1)

15,00 30,00 45,00
Mean " 6378571 | 10484286 14814286
SD. " 560102 | 1119105 2717492
cv. 88 107 183
HRECOVeN orrag1 3404762 3292063
n 7 7 7
~ Curva de Calibraco
LEcELay 240786,3666
Inclinacao 2,99E+04
r 0,9956
r2 09911

Faixa de Padrédo
aceitacéo RI
Média 0515
Tolerancia 20
Inferior 0,412
Superior 0,618

67



RPM - Leite bovino Dia 3

Pico Quantificacdo Pico Confirmacéo

713.800/ 953.7 00 713.800/ 798.000 e et Confirmaga CO&?C:EG:" Curva Lote 3
(Padrdes) (Amostras) (Hg/kg)
Padrio 0,00 263000 171000 0,6502 3000000
Padréo 0,00 272000 180000 0,6618 2500000
Padrdo 5,00 314000 203000 0,6465 OK 2,74
Padréo 5,00 311000 205000 0,6592 OK 2,63 7 2000000
Padrao 10,00 563000 332000 0,5897 OK 12,14 § 1500000
Padrao 10,00 559000 328000 0,5868 OK 11,99 < 1000000 = 26476x+ 241455
Padrdo 30,00 954000 537000 0,5629 oK 26,91 o000 R 209959
Padrao 30,00 997000 554000 0,5557 OK 28,54
Padréo 60,00 1870000 986000 05273 OK 61,51 %00 w0 s soco  sge  100m
Padrdo 60,00 1930000 1010000 0,5233 OK 63,78
Padrdo 90,00 2600000 1350000 0,5192 OK 89,08
Padrdo 90,00 2590000 1350000 0,5212 OK 88,71 Concentragdo (ug mL-1)
15,00 654000 374000 0,5719 OK 15,58
15,00 676000 390000 0,5769 OK 1641 'Nivel de Fortificagdo (ug/kg)
15,00 564000 344000 0,6099 OK 12,18 15,00 30,00 45,00
15,00 639000 442000 0,6917 oK 15,02 Mean " 6372857 945000,0 13214286
15,00 632000 314000 0,4968 oK 14,75 SD. " 375664 536408 1641573
15,00 671000 395000 0,5887 OK 16,22 C.V. 59 57 124
15,00 625000 414000 0,6624 OK 14,49 % Recovery 4248571 3150000 2936508
30,00 933000 530000 0,5681 OK 26,12 n 7 7 7
30,00 987000 549000 0,5562 OK 28,16
30,00 853000 484000 05674 oK 23,10 ~ Curvade Calibragio
30,00 902000 504000 0,5588 OK 24,95
30,00 968000 545000 0,5630 OK 27,44 Intercepgao 241455,3164
30,00 962000 545000 0,5665 OK 27,22 Inclinagéo 2,65E+04
30,00 1010000 566000 0,5604 OK 29,03 r 0,9980
45,00 1320000 727000 0,5508 OK 40,74 r2 0,9959
45,00 1190000 654000 0,5496 OK 35,83
45,00 1270000 689000 0,5425 OK 38,85 Faixa de Padrdo
45,00 1530000 829000 0,5418 OK 48,67 aceitagdo Rl
45,00 1060000 603000 0,5689 OK 30,92 Média 0,569
45,00 1410000 758000 0,5376 OK 44,14 Tolerancia 20
45,00 1470000 773000 0,5259 OK 46,40 Inferior 0,455
Superior 0,683
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