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Os Limites de Detecgdo (LD) e de Quantificacdo (LQ) de-
finidos em procedimentos de validacdo intralaboratorial, bem como
os Limites Aceitaveis (LA) de CMP, sdo estabelecidos pelo DI-
POA.

2. Fundamentos

A configuragdo de marcha analitica adotada envolve uma
primeira etapa de separacdo dos picos por cromatografia liquida de
exclusdo molecular (SEC), que permite uma andlise de triagem com
aplicacbes semiquantitativas, seguida da coleta das fracfes de in-
teresse para as amostras consideradas positivas, purificagdo e digestéo
triptica dos compostos isolados e andlise discriminatéria e quan-
titativa por eletroforese capilar (EC). A prova definitiva da estrutura
molecular dos compostos sera realizada pelas técnicas de digestdo
triptica e caracterizagdo dos fragmentos caracteristicos de cada com-
posto por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS). Ressdtase que a etapa de EC pode ser suprimida,
sendo, neste caso, as amostras positivas na triagem confirmadas di-
retamente por LC-MSMS.

2.1. Composicéo do lote

Para cada lote de andlise, deve-se preparar uma curva de
calibragdo de, no minimo, trés pontos (triagem por SEC) ou de, no
minimo, cinco pontos (quantificacdo, EC ou LC-MS/MS). Amostras
de CMP dissolvido em solvente (ver item 6.2.2) sdo analisadas em
duplicata (no minimo), para caculo da recuperacdo. As amostras
desconhecidas s&o analisadas em uma Unica aliquota por SEC. Amos-
tras positivas devem ter suas identidades confirmadas e serem quan-
tificadas com, no minimo, trés replicatas pelos métodos de EC e LC-
MS/MS. Cada lote também deve ser acompanhado de uma amostra
branca.

3. Reagentes, padrGes e materiais

Todas as substéncias quimicas e solventes utilizados séo de
grau analitico exceto onde esta especificado. Agua deionizada ou
duplamente deionizada deve ser usada durante todo o trabalho.

Método de triagem (SEC)

. Acido fosférico

. Acido tricloroacético (TCA)

. Cloreto de sddio

. Dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO.)

. Hidrogenofosfato de potéssio (KoHPO4)

. Hidréxido de potéssio p.a.
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. Leite cru (preferencialmente recém-ordenhado)

. Sulfato de sddio anidro

. Padrdo de CMP (Davisco Foods ou similar)

Método de quantificagdo (EC)

. Fluorescamina

. Tetraborato de sddio (Na&B407.12H,0)

. Acido borico

. Acetona

. B-Ciclodextrina

. Hidroxido de sodio

. Tripsina de péncreas suino (CAS 9002-07-7) com apro-
ximadamente 1500U.mg?*

. Bicarbonato de amdnio

Método de quantificagdo e/ou confirmagdo (LC-MSMS)

. Acetonitrila

. Acido acético glacial

. Acido trifluoroacético

4. Equipamentos

Método de triagem (SEC)

. Barras magnéticas de 2,5-3,0 cm aproximadamente

. Bureta (preferencialmente, de 50 mL)

. Copo de béquer de vidro ou pléastico (ou frasco similar) de
50, 100 ou 150 mL (para amostras)

. Frascos de injetor automéatico com volume de 1,5-2,0 mL

. Funil de vidro

. Papel de filtro qualitativo Whatman n°® 4 ou n°® 5 ou si-
milar

. Suporte para funis

. Agitador magnético com aguecimento

. Centrifuga refrigerada

. Homogeneizador tipo vértex

. Pipetas de Pasteur descartaveis

Método de quantificacdo (EC)

. Copo de béquer de vidro ou pléastico (ou frasco similar) de
50, 100 ou 150 mL (para amostras)

. Microtubos tipo Eppendorf ou similar, volumes de 1,5 ou
2,0 mL

. Vidraria comum de laboratério para preparo de solugGes

. Micropipeta para faixa de volume de 100-1000 pL

. Unidades filtrantes descartaveis com filtros de 0,22 ou 0,45
um para solugdes aquosas tipo Millipore ou similar

. Banho de gelo

Método de quantificagdo e/ou confirmagdo (LC-MS/MS)

. Frascos de injetor automético com volume de 1,5 ou 2,0
mL

. Micropipeta para faixa de volume de 100-1000 pL

5. Precauctes anditicas

Este método envolve o uso de substancias quimicas nocivas
e procedimentos que apresentam risco ao operador. Roupas de pro-
tecdo, incluindo jaleco (abotoado e de mangas longas), éculos e luvas
de seguranca devem ser utilizados durante todo o processo. Solventes
orgénicos somente podem ser manipulados em ambientes com exaus-
tdo adequada. Amostras de alimentos em geral devem ser consi-
derados de risco biologico, evitando-se o contato direto com a pele e
mucosas.

6. Procedimentos

6.1. Preparo de Solugtes

6.1.1. TCA 24%

Pesar 120 g de TCA e diluir com agua d/d para um volume
de 500 mL. Esta solu¢do deve ser preparada nova para cada lote de
andlises.

6.1.2. Solucdo-padrdo estoque de CMP (1 mg.mL-2)

Pesar 0,05 g de CMP e diluir em bal& de 50 mL com
tampao borato 20mM pH 10 (diluir o padréo com 25 mL de tampé&o
borato 40mM e levar a volume de 50 mL com agua). Esta solugdo
deve ser mantida refrigerada até o momento de uso, sendo estavel por
1 més nestas condi¢des. Para uso imediato, o solvente pode ser &gua
d/d. Concentragdo final da solugdo: 1 mg.mL-%. Considerando pureza
de 97% e peso molecular de £ 6700 Da, a molaridade desta solugéo
€ de aproximadamente 72,5 uM de CMP.

6.1.3. Solugéo da fase mével tampdo pH 6,0 para SEC

Dissolver 1,74g de hidrogenofosfato de potassio (KoHPO,),
12,37g de dihidrogenofosfato de potéssio (KH2PO.) e 21,41 g de
sulfato de sédio anidro (N&SO4) em aproximadamente 700 mL de
4gua; gjustar o pH da solugdo em 6,0, usando solucdo de &cido
fosférico (H3PO4) 1M ou solugdo de hidroxido de potéssio (KOH) a
50 % (m/v). Completar o volume para 1000mL com é&gua, filtrar a
solu¢do em membrana de 0,45 pum.

6.1.4. Solucéo de é&cido fosférico (HsPOs) 1M

Transferir 2 mL de &cido fosférico concentrado para baldo
volumétrico de 100 mL contendo 50 mL de &gua. Esfriar e completar
0 volume.

6.1.5. Soluco de hidroxido de potassio (KOH) a 50 %
(miv)

Dissolver 50 g de hidroxido de potassio com 50 mL de
agua.

6.1.6. Solugéo de bicarbonato de aménio 50 mM

Dissolver 0,79 g de bicarbonato de aménio em 200 mL de
4gua d/d.

6.1.7. Solugéo-estoque de tripsina (200 ug.mL-1)

Dissolver 20 mg de tripsina em 100 mL de é&cido acético 50
mM. Esta solugio é estével até 1 més sob refrigeracdo. Diluir 10
vezes para 0 uso com a solugdo de bicarbonato de aménio 50 mM.
Fazer as dilui¢cBes sempre em banho de gelo.

Por exemplo, para solugéo com 1 mg de CMP por mL, usar
1 mL de solu¢do diluida de tripsina para obter uma razéo enzi-
masubstrato de 1:50. Para as andlises em LC-MS/MS, o produto de
digestéo pode ser diluido até 1000 vezes, dependendo da concen-
tragdo predita pelo método de triagem e das diluigBes prévias.

6.1.8. Solucéo tampao de tetraborato de sodio (borato 40
mM)

A solugdio A é preparada pela dissolugdo de 3,81g de te-
traborato de sodio dodecahidratado (PM=381,37) em 1000 mL de
dgua d/d. Esta solucdo possui molaridade de 10 mM de
N&aB407* 12H,0, 0 que corresponde a 40 mM de horato. A solugéo B
€ preparada pela dissoluggo de 2,48 g de acido bérico (PM=61,83) em
1000 mL de &gua d/d. Esta solugéo possui molaridade de 40 mM de
H3BO3; Para o preparo do tampao, adicionar solugdo B na solugdo A
até o pH desgjado. Se necessario, utilizar NaOH 100 mM para gjus-
te.

6.1.9. Eletrdlito (BGE) para eletroforese capilar (tamp&o
borato 20 mM - pH 10,0)

Diluir a solugéo tampéo de borato 40 mM pH 10,0 com
4gua d/d. Filtrar em unidade filtrante descartdvel com membrana de
0,22 pm.

6.1.10. Fase mével LC-MSIMS

Solvente A - Acetonitrila e &cido trifluoroacético (CHsCN +
0.05% TFA); Solugio B - Agua d/d (H-O + 0.05% TFA). A eluigio
é realizada com um gradiente linear de solvente B em A de 35% a
55% por 30 minutos.

6.1.11. Solugdo de fluorescamina 20 mM

Dissolver 1,1 g de fluorescamina em acetona PA e levar a
volume em bal& volumétrico de 200 mL.

6.2. Preparo de amostras

6.2.1. Precipitacdo das amostras de leite fluido ou leite em
po recongtituido e das amostras de curva de calibracéo

. Pipetar, para um copo de béguer ou frasco similar, 10 mL
de leite.

. Adicionar lentamente, com auxilio de uma bureta, 5 mL de
solucéo de TCA 24%, sob agitagdo constante.

. Deixar em repouso por 60 + 5 minutos em temperatura
ambiente.

. Filtrar por filtro de papel, descartando as primeiras gotas do
filtrado.

. O filtrado é injetado diretamente no sistema de HPLC ou
sofre purificagdo posterior.

. Se necessario, filtrar por membrana de 0,45 um antes da
injecdo, quando a amostra se apresentar turva.

6.2.2. Curva de calibracéo

A curva de calibraggo é feita em matriz, isto &, aiquotas de
amostra branca (leite cru recém-ordenhado) fortificadas conforme Ta-
bela 2. Deve-se proceder a fortificagdo dispensando diretamente sobre
amostra branca o volume apropriado da soluggo de fortificac8o, agi-
tando suavemente e deixando em repouso por aproximadamente 15
minutos.

Tabela 2. Preparacdo da curva de calibragdo em matriz.

Ponto Concentragdo  Volume solucdo-  Volume amostra

(ug.mL-E estoque (mL) branca (SmL) - gsp
10 mL
1 25 0.5 19.5
2 50 1.0 19.0
3 75 15 18.5
4 100 20 18.0
5 200 4.0 16.0

Observacdo: a mesma curva pode ser usada para curva de
produtos de digestéo para andlise em LC-MS/MS, levando em conta
a diluicdo que deve ser redlizada.

6.2.3. Preparacdo de amostras fortificadas para avaliagdo da
recuperagéo

Em copo de béquer ou frasco, adicionar 19 mL de leite
"branco” (sabidamente ausente de CMP e/ou pseudo-CMP) e 1 mL de
solucdo-padréo estoque (1mg.mL-1). A concentragdo nomina desta
amostra € de 50 pg.mL! e o cdlculo da recuperagdo deve ser feito
comparando a érea do pico de CMP desta amostra com a do ponto 2
da curva, que também possui concentragdo nominal de 50 ug.mL.

A figura 2 abaixo sintetiza 0 modo de preparo de amostras,
padrdes e recuperados.
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