N° 41, quarta-feira, 3 de margo de 2010

Diario Oficial da Unido - Secio 1

X}
2+ coedo

P
Vv

ISSN 1677-7042 3

s
7808

Figura 2. Modo de preparagdo de amostras, curva de ca
librag8o e amostras tipo matrix matched.

6.2.4. Purificagdo complementar

Esta etapa é opciona e so foi utilizada com finalidade de
desenvolvimento e pesquisa, ndo sendo utilizada na validagdo dos
métodos.

O filtrado final tem uma concentragéo aproximada de 8% de
TCA, onde o CMP e outros pequenos peptideos se encontram em
solugdo. Nas andlises em HPLC, a injecdo das amostras neste sol-
vente gera um pico muito intenso de TCA, pela leitura realizada em
uma zona muita baixa do ultravioleta (205 nm), causando inter-
feréncia na qualidade do cromatograma, embora elua apés o CMP.
Pode-se utilizar o seguinte protocolo de purificacdo:

. Em 10 mL do filtrado final, obtido no item 6.2.1, adicionar
2 mL de solugdo de TCA 50% para precipitar as proteinas que néo
foram desnaturadas na primeira etapa, incluindo o CMP.

. Manter as amostras entre 1-8°C (refrigerador) durante apro-
ximadamente 24 horas.

. ApGs, centrifugar por aproximadamente 10 minutos X 6000
g e descartar 0 sobrenadante.

. Lavar o pellet com 5 mL de etanol:éter etilico (1:1)

. Repetir a etapa de centrifugacéo.

. Desprezar o sobrenadante deixando o tubo drenar para
eliminagdo do solvente orgénico.

. Retomar o pellet no solvente adequado a finalidade ana-
litica

6.2.5. Coleta de fragOes

A coleta de fragdes de interesse, a partir da triagem por SEC,
correspondentes ao pico eluido de CMP (ou pseudo-CMP) é realizada
para as amostras positivas e pode ser realizada manualmente ou
através de coletor de fragdes. A quantidade de injecdes e coletas
depende da aplicacéo posterior. Para andlise em EC, coletar de 5 a 10
injecOes da amostra suspeita. Para andlise em LC-MSMS, uma coleta
é suficiente. Por exemplo, a coleta de um pico de padréo de CMP em
solvente de concentragdo igual a 50 pg.mL? (injetados 100 plL)
contém 5 ug de CMP em cerca de 1 mL coletado.

6.2.6. Digest&o triptica das fragdes coletadas

. Cdcular uma quantidade de enzima (tripsina) para uma
razéo equivalente a 1:50 (enzima:substrato); estimar a quantidade de
CMP na amostra usando a curva injetada em SEC.

. Recondtituir a quantidade necesséria de tripsina em solugéo
de bicarbonato de ambnio 25mM, imediatamente antes de adicionar
as andlises.

. Adicionar a quantidade calculada de solugdo de tripsina
para cada amostra resultante da coleta das fragfes (o valor deve ser
registrado para corregdo posterior de resultados).

. Agitar por 5-10 segundos cada tubo em vortex.

. Incubar a 3742 °C por 4+0.5 hs, em microtubos selados,
sob agitagdo (~400rpm).

. Como controle da digestdo, digerir amostra de solucéo
padrédo equivalente a 50 mg.L1.

. Para quantificacéo, digerir amostras de padréo em solvente,
de modo a produzir uma "curva de calibragdo” de produtos de di-
gestdo triptica, capaz de quantificar correlativamente CMP e/ou pseu-
do-CMP.

6.2.7. Derivatizagdo das amostras para detecgdo por fluo-
rescéncia induzida a laser

Realizar em microtubo a seguinte reacdo de derivatizacao:

. Adicionar 20 pL de amostra purificada

. Adicionar 25 pL de tamp&o borato 20mM pH 10,0

. Adicionar 45 puL de &gua

. Agitar suavemente com a méo e deixar repousar o liquido
novamente

. Adicionar 10 pL de solucéo de fluorescamina 20 mM (em
acetona)

. Agitar imediatamente e aguardar 3 minutos aproximada-
mente antes de aplicar a amostra no sistema de EC.

6.3. Detecgdo e quantificagdo

Método 1 (SEC): As amostras seréo analisadas em sistema
de cromatografia liquida de ata performance sob as condigdes de
andlise descritas na Tabela 3. A quantificagdo é realizada através do
software LCsolution (Shimadzu) ou similar.

Tabela 3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PER-
FORMANCE

Bomba Bomba SHIMADZU. Fluxg de fase moé-
vel (6.1.6) em 1,0 mL.min'Y(ou similar.)
SHIMADZU com volume de 20-100uL

injetado (ou similar).

Amostrador automatico

Coluna Coluna Zorbax GF 250, 9,4 mm de di&
met_rlo ()e 250 mm de comprimento (ou
similar

Detector Detector de arranjo de diodos (Shimad-
zu SPD-M20A ou equivalente).

Dados Computador integrado (Software LC So-

lution SHIMADZU ou equivalente)

Método 2. (EC): As amostras serdo analisadas em sistema de
eletroforese capilar com deteccdo por fluorescéncia induzida a laser
(Tabela 4) sob as condi¢des de andlise especificadas na tabela abaixo.
A quantificagdo é realizada através da calibragdo com amostras pa-
dréo (para andlise de CMP integro) e com digestéo de solugbes de
padréo (para produtos de digestdo triptica).

Tabela 4. ELETROFORESE CAPILAR

Sistema de EC Sistema de eletroforese capilar modular.
BGE Tetraborato de sodio 20mM, pH 10,0
Voltagem 10 KV

Injecao Modo hidrodindmica em 90 segundos
Capilar Silica fundida, 42cm (efetivo), 50 um
Comprimento de onda 385 nm

Método 3. (LC-MS/MS): As amostras serdo analisadas em
sistema de cromatografia liquida de alta performance acoplada a es-
pectrémetro de massas em modo tandem sob as condicdes de andlise
listadas na Tabela 5. A identificagdo e quantificagdo é redlizada atra-
vés do software Analyst (Applied Biosystems).

Tabela 5. HPLC - ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Sistema de HPLC Agilent 1100 Series, fluxo de fase mo-
vel em 05 mL.min (ou similar).
Espectrometro de massas APII ?OOO - Applied Biosystems (ou si-
milar).

Colunas Coluna C8, 150 X 4,6 mm.

Coluna fenil-hexil, 150 X 4,6 mm,
Coluna PLRP-S 150 X 4,6 mm, 300 A
Computador inte?rado Software Ana-
lyst APPLIED BTOSY STEMS ou equi-
valente)

Electrospray em modo positivo (ESI+)

Dados

Fonte de ionizacdo

Tabela 6. Fragmentos ionizados de peptideos resultantes da
digestdo triptica de CMP

uéncia  Digestéo Digestéo Digestéo Digestéo
de aminoa  completa completa parcia parcial
cidos [M+H]* [M+2H]* [M+H]* [M+2H]*
*MAIPPK 656.3 328.7 784.4 392.7
** AIPPK 525.3 263.2 653.4 327.2

*fragmento de CMP (clivagem entre os AAs 105-106 da k-caseina)
**fragmento de Pseudo-CMP (clivagem entre os AAs 106 -107 da

k caseina)

Tabela 7. Fragmentos ionizados de peptideos resultantes da digestéo
triptica de CMP

Massa do | DP- CE- | lon precursor | DP-CE- | MRM
fragmento CXP [M+HT CXP fons produ-
otimizado tos
655 80-35-10 |656 +H]*| 80-39-24 656 - 341
655 80-35-10 |656 +H |*| 80-53-16 656 - 244
524 80-35-10 |525 +H]J*| 80-13-16 525 - 307
524 80-35-10 |525 +HJ*[ 80-13-42 525 - 165

DP, potencial de "declustering" ; CXP, potencia de saida;
CE, energia de colisdo

7. Resultados

Os resultados serdo considerados da seguinte forma:

Método 1. (SEC) - amostras com pico na janela de tempo de
retencdo do CMP com é&reas equivalentes ou inferiores ao pico do
ponto de menor concentragdo da curva de calibragdo (25 mg.L?)
serdo consideradas "negativas’, ou sgja, com teor de CMP dentro da
quantidade aceitével para consumo direto. Amostras com picos com
area equivalentes ou superiores ao ponto de menor concentracdo da
curva serdo consideradas "positivas’ e serdo analisadas nos métodos
de EC e/ou LC-MS/MS para confirmacao da identidade e para quan-
tificagdo. Para tanto, a amostra positiva sera reinjetada e os picos
serdo coletados para a digestéo triptica.

Método 2. (EC) - a EC permite a "abertura’ do pico Unico
evidenciado em SEC em mldltiplos picos, correspondentes as iso-
formas do CMP (variantes genéticas A e B e suas mlltiplas formas
glicosiladas e/ou fosforiladas, bem como pseudo-CMP). A andlise
destes eletroferogramas proporciona informagdo estrutural sobre a
composicdo do CMP presente na amostra positiva, sendo a quan-
tificag&o realizada pela comparac&o dos picos principais em relagéo
a0 padrdo. A derivatizagdo do CMP integro ou de seus produtos de
digestdo triptica amplia a capacidade de detecgdo do método, bem
como a seletividade do mesmo. Se a andlise dos eletroferogramas néo
for suficiente para determinar a natureza do peptideo (CMP ou pseu-
do-CMP), é necessaria a andlise confirmatéria por LC-MS/MS. Con-
forme descrito no item "Fundamentos’, a andise por EC pode ser
suprimida se estiver disponivel o método de confirmagdo por LC-
MSMS.

Método 3. (LC-MSIMS) - A confirmagdo da identidade do
peptideo na amostra suspeita é realizada pela identificagdo dos frag-
mentos terminais da k-caseina original, de modo que é possivel de-
terminar a massa molecular exata de cada fragmento. Embora seja
possivel a formagdo de CMP por acdo de enzimas proteoliticas bac-
terianas, a especificidade da agdo enzimatica de Pseudomonas fluo-
rescens é pela clivagem em 106-107. A andlise por LC-MS/MS tam-
bém pode se dar de forma quantitativa, no caso de ndo puder ser
redizada por EC, através de calibragdo com digestéo triptica de
amostras de padrdo. A estrutura priméria das variantes genéticas de
CMP A e B, bem como o pseudo-CMP, esta descrita abaixo (Figura
3), com o fragmento alvo da diferenciacéo em destaque (negrito).

CMP A

MAIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTTEAVESTVA-
TLEDSPEVIESPPEINTVQVTSTAV

CMP B

MAIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTIEAVESTVA-
TLEASPEVIESPPEINTVQVTSTAV

Pseudo-CMP

AIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTTEAVESTVA-
TLEDSPEVIESPPEINTVQVTSTAV

Figura 3. Estrutura priméria de CMP A, CMP B e pseudo-
CMP. Com a digestéo triptica, os analitos se convertem em peptideos
de 6 ou 7 amino&cidos, eliminando o problema da diversificagdo de
isoformas glicosiladas e fosforiladas. Do mesmo modo, a variagéo de
aminoécidos existente entre a variante genética A e B ndo € levada
em conta, ja que ambas variantes apresentam a mesma estrutura
terminal.

7.1. Critérios de aceitabilidade dos resultados

7.1.1. Coeficiente de correlagdo (r) da curva de calibragdo

O coeficiente de correlaggo (r) da curva de calibragdo em
matriz deve ser > 0,92 para SEC, caso contrério, a curva deve ser
repetida. No caso de curvas de produtos de digestéo, sdo considerados
satisfatérios valores > 0,85.

7.1.2. Parametros de recuperagéo

Os dados de recuperagdo devem ser monitorados através de
carta controle e, embora controlados, ndo estdo envolvidos nos cél-
culos de concentragdo, uma vez que a curva € realizada em amostras
de recuperado, mas se a recuperagdo ndo se mostrar satisfatéria em
relacdo a carta controle, deve-se redlizar a andlise critica do pro-
Cesso.

7.2. Céculos e emissdo dos resultados

7.2.1 Deve-se calcular a concentracdo dos analitos nas amos-
tras utilizando a seguinte equagdo, obtida pela injecao dos padrdes da
curva

y=ax+b

onde: y = concentragdo em pg.mL-%;

x = &rea do pico;

a = inclinagdo da reta;

b = intercepto y.
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SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

PORTARIA N° 93, DE 2 DE MARCO DE 2010

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MI-
NISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMEN-
TO no uso das atribuigdes que Ihe confere o Artigo 9, Secdo II,
Capitulo 111, aprovado pelo Decreto Presidencial n.° 5.351, de 21 de
janeiro de 2005, publicado no Diério Oficial da Unido, em 24 de
janeiro de 2005, e tendo em vista o disposto no Capitulo V, art. 27°
a0 38° da Instrucdo Normativa Ministerial N° 17, de 13 de julho de
2006 e o que consta do Processo MAPA 21028.007135/2007-42,
resolve:

Art. 1° Credenciar a empresa TRACER - Certificagdo de
Origem Animal LTDA, estabelecida a Avenida Dr. Jaime Ribeiro Da
Luz n°® 971, Sala 31, municipio de Uberlandia/MG, CNPJ
04.994.346/0001-03, como Entidade Certificadora junto ao Servico de
Rastreabilidade da Cadeia Produtiva de Bovinos e Bubalinos.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua pu-
blicagéo.
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