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Resumo

A proteina de soja € industrialmente utilizada em diversos tipos de produtos
carneos e embutidos, por conferir caracteristicas fisico-quimicas interessantes
aos alimentos processados. A grande disponibilidade dos derivados de soja e
seu baixo valor agregado tornam-se atrativos para a atuacao de fraudadores.
Além do prejuizo na qualidade do produto final, a adulteracdo com proteina de
soja pode causar problemas de saude publica, visto que a soja esta dentre os 8
tipos de alimento que mais causam reacdes alérgicas no mundo. Portanto, é de
grande importancia manter a fiscalizacao a fim de evitar fraudes. Este trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica
capaz de determinar proteina de soja em produtos carneos e embutidos, visando
sua implementacao na rotina de Fiscalizagdo Federal de Produtos de Origem
Animal do MAPA. Além disso, foi avaliada uma possivel correlacéo entre o teor
de proteinas e de isoflavonas. O método desenvolvido focou em atender a
demanda da Fiscalizacdo Federal com protocolos adequados a rotina
laboratorial nos quesitos de custo e tempo de analise. A técnica analitica utilizada
foi cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
em modo tandem (CLAE-EM/EM) com ionizac&o por electrospray. Foi utilizado
um protocolo de andlise do tipo “shotgun”, que consistiu em extrair as proteinas
de interesse da matriz, digeri-las com enzima tripsina e analisar os peptideos
HFLAQSFNTNEDIAEK, EAFGVNMQIVR e FYLAGNQEQEFLK, marcadores da
soja. O método desenvolvido foi capaz de detectar com seguranca a presenca
dos analitos em concentracdes a partir de 0,50 % (m/m) em diversas matrizes
carneas, atendendo ao objetivo de confirmar a presenca de proteina de soja em
produtos carneos e embutidos. O peptideo EAFGVNMQIVR na transicdo m/z =
632,3/760,4 foi utilizado como pico qualificador. Para fins quantitativos, o método
desenvolvido foi validado para a matriz linguica, utilizando padronizacdo externa
com amostras fortificadas (spiked). A exatiddo foi avaliada em amostras de
linguica fortificadas com proteina isolada de soja. A faixa de trabalho
estabelecida foi de 0,63 a 4,74 %, com limite de quantificagdo de 0,63 %. O

peptideo FYLAGNQEQEFLK foi utilizado como pico quantificador na transicéo
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m/z = 793,9/283,1. A segunda transicdo mais intensa (m/z = 793,9/424,2) foi
utilizada como pico qualificador. Foi observado que a utilizagdo de amostras
fortificadas (spiked) na curva analitica subestima os resultados ao quantificar
amostras reais (que contém proteina incurred). Esse fenbmeno ocorre devido
aos processamentos sofridos pelas amostras ao longo da cadeia produtiva, que
modificam a estrutura das proteinas e dificultam sua solubilidade e capacidade
de extracdo. Por essa raz&o, ajustes sdo necessarios para viabilizar a aplicacéo
do método quantitativo desenvolvido em amostras reais. Uma alternativa

proposta € preparar a curva analitica com amostras do tipo incurred de
concentragcéo conhecida.
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Abstract

Soy protein is commonly used industrially in many meat products, mainly
because of the interesting physical properties it provides. Soy’s products large
availability and low commercial value turns it very attractive to fraudsters’ actions.
Further than the loss on quality of the product, the adulteration with soy protein
may also cause public health’s issues, since soy is one of the 8 most allergenic
kinds of food worldwide. For that reason, the continued inspection is essential to
avoid frauds. The objective of this work was the development and validation of
an analytical methodology to determinate soy protein in processed meat
products, aiming at their implementation on Federal Inspection routines of the
Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply’s laboratories. Besides, a
correlation between the protein and isoflavone content was evaluated. The
developed methods focused on attending the demand of Federal Inspection, with
analytical protocols suitable for the daily laboratory routine, keeping lower cost
and analysis time. The analytical technique used was liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) with electrospray
ionization (ESI). The shotgun approach developed consisted in extracting the
proteins of the matrix, digest them with trypsin and then analyze the chosen soy
marker peptides HFLAQSFNTNEDIAEK, EAFGVNMQIVR e
FYLAGNQEQEFLK. The developed qualitative method was capable of safely
detect the presence of the analites in concentrations as from 0.50 % (m/m) in
many meat products tested, fulfilling the objective to confirm the presence of soy
protein in processed meat products. The peptide EAFGVNMQIVR was chosen
as qualifier peak (transition m/z = 632.3/760.4). For quantitative purposes, the
developed method was validated for the matrix sausage, using a spiked external
standard calibration curve. Trueness was evaluated in sausage samples spiked
with soy protein isolate. The working range was stablished from 0.63 to 4.74 %,
with limit of quantification of 0.63 %. The two most intense transitions of the
peptide FYLAGNQEQEFLK was chosen as quantifier peak (m/z = 793.9/283.1)
and qualifier peak (m/z = 793.9/424.2). It was observed that the spiked external

standard calibration curve underestimates the results when used to quantify real
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samples. It occurs due to the processing effects suffered by the samples during
their industrial production, wich modifies the protein structure and dificults its
solubility and extractability. For that reason, some adjustments are necessary in
order to apply the quantitative developed methodology in real samples. An
alternative proposed was to prepare the external standard calibration curve with

incurred samples with known concentration of soy protein.
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1. Introducéo

A industria alimenticia € um segmento em constante crescimento e evolucéo,
sempre buscando novas tecnologias e desenvolvendo produtos que atendam as
mais variadas demandas. Porém, por ser um mercado extremamente
competitivo, cresce também a preocupacdo do consumidor e dos érgaos de
fiscalizacdo quanto a qualidade dos produtos comercializados. No Brasil, 0 6rgéao
responsavel pela fiscalizacdo de produtos de origem animal € o Ministério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) @),

A adicdo de proteinas ndo-carneas como extensores em embutidos é uma
pratica industrial muito comum, principalmente devido as caracteristicas que elas
sdo capazes de fornecer ao produto final. As proteinas vegetais em geral
ganham destaque nessa aplicagcédo, pois possuem uma grande capacidade de
retencdo de agua e propriedades gelificantes, aliadas a uma qualidade
nutricional alta e baixo contetido de gordura @. Essas proteinas alternativas séo
atraidas pelas proteinas da carne, formando uma malha proteica interna e
estabilizando o produto. Além disso, como consequéncia natural da adi¢cdo de
outra fonte proteica, o rendimento final do produto aumenta ©). Portanto, a
utilizacao dessas matérias-primas deve ser controlada, visto que seu baixo custo
em comparacao a proteina carnea induz a fraude econdémica por adi¢éo indevida

(quando proibido) ou em excesso (quando permitido até um limite determinado).

A fonte de proteina vegetal que mais tem sido utilizada na indastria de
alimentos € a soja (Glycine max), por ser versatil e nutricionalmente muito rica,
sendo a unica fonte de proteina de origem vegetal que possui todos os
aminoacidos essenciais. Além do baixo custo (devido a sua grande
disponibilidade), a proteina de soja também possui propriedades que ajudam
tecnologicamente na producédo de embutidos: melhora a fatiabilidade, auxilia na
retencdo de agua e ajuda a manter a estabilidade das emulsées, o que melhora

a textura e homogeneidade dos produtos finais *-56),
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Em contrapartida, a soja esta na lista dos oito alimentos com maior incidéncia
de alergia no mundo, sendo que ao menos 21 das proteinas presentes no gréo
ja foram citadas como alergénicas ("), o que torna a omisséo da adicdo de soja
na composi¢cado de um produto uma pratica perigosa a saude do consumidor e

fortalece ainda mais a necessidade de fiscalizacao.

Do ponto de vista analitico, um dos parametros mais relevantes a ser
fiscalizado nos alimentos é o teor de proteina e, portanto, € igualmente
importante poder determinar sua origem. Para regulamentar os aspectos
pertinentes a garantia da qualidade dos produtos e proteger o consumidor, o
MAPA proibe a adicdo de proteina ndo-carnea em alguns produtos e define

limites maximos de adi¢do aqueles produtos em que se permite tal pratica ®).

Atualmente, o método oficial de andlise para determinacdo de proteina em
produtos de origem animal no Brasil € o método de Kjeldahl ©), que consiste em
etapas consecutivas de digestao, destilacéo e titulacdo da amostra. Porém, por
tratar-se de um método indireto que transforma todo o contetdo proteico em
nitrogénio, sua confiabilidade é restrita. Ele é eficaz para determinar a
quantidade de nitrogénio total da amostra, mas ndo possui a capacidade de

distinguir a origem deste.

A cromatografia tem se destacado muito no campo da protedmica para
resultados qualitativos e quantitativos, em substituicdo aos métodos enzimaticos,
de DNA e de eletroforese normalmente utilizados para essa finalidade. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em
modo tandem (CLAE-EM/EM) vem se mostrando uma técnica muito versatil na
analise de alimentos para a determinacéo de diversos tipos de proteinas vegetais

através de seus peptideos constituintes (10.11.12),

Seguindo a técnica “shotgun”, uma etapa prévia de digestdo com tripsina
guebra a cadeia proteica e forma os fragmentos peptidicos que posteriormente
sdo separados por cromatografia liquida e detectados no espectrometro de

massa em modo MRM (Multiple Reaction Monitoring) @3). Diversos peptideos
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marcadores das proteinas de soja ja foram identificados por essa técnica, e a

aplicacdo se mostrou eficiente em diferentes tipos de matriz (2:6:10.14),

A partir destas consideracdes, o objetivo principal deste trabalho foi o
desenvolvimento e validagdo de um método analitico capaz de detectar e
quantificar a proteina de soja em produtos carneos e embutidos processados,
com custo e tempo de analise viaveis para a implementacdo na rotina de
Fiscalizacdo Federal Agropecuaria. Para tal, foram avaliadas a correlacdo entre
proteinas e isoflavonas, bem como os métodos de quantificacdo por

padronizacao externa e adicao de padrao.
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2. Revisao bibliografica
2.1. Proteinade soja

Proteinas sdo polimeros formados por diversos aminoacidos ligados
sequencialmente em uma longa cadeia. Os aminoacidos, por sua vez, sao
pequenas moléculas organicas que possuem um grupo carboxila e um grupo
amino ligado ao carbono a 9. A Figura 1 mostra a féormula geral dos
aminoacidos e a estrutura da prolina, que foge a regra, pois possui um ciclo no

carbono a.

Formula geral dos aminoacidos

H Excecédo

H

R O

Prolina

R: grupo substituinte

Fonte: Adaptado de Biosul (19),

Figura 1. Estrutura geral dos aminoacidos e da prolina, excecao a regra.

As proteinas se organizam em quatro tipos de estruturas, como mostra a
Figura 2. A estrutura primaria é a sequéncia de aminodacidos unidos por ligacdes
peptidicas, enquanto a secundéaria € a conformacdo tridimensional dessas
cadeias de peptideos, decorrente das ligacdes de hidrogénio entre os H dos
grupos amino e os O dos grupos carbonila. A estrutura secundaria pode assumir
diferentes formas, como a a-hélice (helicoidal) e a folha B-pregueada (formato
de papel dobrado), dependendo dos amino&cidos constituintes e das interacfes

e repulsdes entre seus grupos —R substituintes (1517,

A estrutura terciaria resulta do enovelamento da cadeia, e as forcas
predominantes sao as intermoleculares dos grupos —R dos aminoéacidos. Por fim,
a estrutura quaternaria ocorre em proteinas que possuem mais de uma cadeia
peptidica, e é o arranjo espacial decorrente da unido de duas ou mais cadeias

proteicas que, isoladamente, possuem as trés estruturas anteriores (1517,
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Estrutura primaria

G - Glicina N - Asparagina
A - Alanina Q - Glutamina
L - Leucina D - Aspartato
V - Valina C - Cisteina

| - Isoleucina E - Glutamato
P - Prolina R - Arginina

F - Fenilalanina K - Lisina

S - Serina H - Histidina
T - Treonina W - Triptofano
Y - Tirosina M — Metionina

Estrutura terciaria

Estrutura secundaria

folha
B-pregueada

OHH R O9HH R OHH R OHH
T [T

) RN 1 BN 1 g 11
c-r:' NC=NAgsC=NZCNC N\ /C=N2ONC-N\c,C-N2CNC-N(cC 1,07}

3 TR . O Gty
H R SHH R JHH R SHH R § /;'; :
7 : 5 : ¥ : . : )
Qi H_HoOmmiRe H {1 Qemme. ot QR 4 ’I‘ ny
cu  EEET SRR ErAE = ¢
CI \’I{-C'\C,N-cll \"‘-?\CIN'C’ \N-C\C,N-c’ \I:-e\c’N-C /N 1
HHS R HHS R HH" R HHJ Y

Fonte: Adaptado de Khan Academy 7,

Figura 2. Estruturas conformacionais das proteinas e siglas que representam

cada aminoéacido.

As massas moleculares das proteinas da soja variam de 8 a 600 kDa, com
maior incidéncia na faixa de 110 a 350 kDa. Apds submeté-las ao processo de
ultracentrifugacdo, obtém-se fragdes com coeficientes de sedimentacéo 2S, 7S,

11S e 15S, segundo a escala Svedberg?.

1 Svedberg (S) é uma unidade de coeficiente de sedimentacéo. Ela descreve o tamanho e peso das fragdes
de macromoléculas a partir da sua taxa de sedimentac&o apds o processo de ultracentrifugagéo. E comum
caracterizar moléculas bioldgicas e proteinas por essa nomenclatura. 1 S = 1012 segundos. O nome vem
do cientista Theodor Svedberg, sueco ganhador do Prémio Nobel de Quimica em 1926 por seu trabalho no
estudo de coloides e pela invencio da ultracentrifuga (427,
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A maioria das proteinas presentes na soja sao globulinas, chamadas
proteinas de "reserva" do gréo, pois so sintetizadas durante o desenvolvimento
deste. As globulinas 7S e 11S representam cerca de 70 % das proteinas contidas
no gréo de soja, enquanto a fracdo 2S equivale a aproximadamente 20 %. Os
outros 10 % sé&o proteinas da fracdo 15S, de estrutura ainda nao totalmente
elucidada, apesar de estudos indicarem que se tratam de dimeros da glicinina,
na faixa de peso de 600 kDa (18:19.20.21),

A fracdo 7S € majoritariamente composta pela B-conglicinina em forma de
trimero, com diferentes combinagdes das suas subunidades a, o’ e 3, unidas por
ligacBes hidrofébicas e pontes de hidrogénio (Figura 3a). Contém, também, as
enzimas [B-amilase, lipoxigenase e hemaglutinina. Ja a globulina 11S é
conhecida como glicinina, esta presente em forma de hexamero unido por
ligacdes de dissulfeto (Figura 3b e 3c). Representa cerca de 40 % do total e, por
isso, é considerada a principal fonte de proteina do gréo (2022),

De acordo com a literatura, as fragfes 11S e 15S da soja séo constituidas
de proteinas puras, enquanto a fracdo 2S possui proteinas biologicamente ativas
e inibidores de tripsina (1820.21.22) " A Figura 4 representa a composicdo das

fracGes proteicas da soja de forma esquematica.
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Glicinina (11S5) Glicinina (118)
Vista superior Vista lateral

Figura 3. a) Estrutura de trimero da B-conglicinina. (Fonte: adaptado de
Maruyama et al., 2004) 3. b) Vista superior e c) vista lateral da estrutura
hexamérica da glicinina, formada pela unido de dois trimeros. (Fonte: adaptado
de Adachi et al., 2003) @4,

tripsina

~30% do total tei
. © fofa’ proteico ~10% do total proteico
+ B- licinina
78 ﬁ- cong * Proteinas
+ Lipoxigenase k =
—) poxig ainda nédo

~20% do total proteico
. P_TOtE"r_\aS ~40% do total proteico
biologicamente
+ Inibidores de

* Hemaglutinina
+ [B-amilase

elucidadas

Fonte: Autor.

Figura 4. FracbGes da proteina de soja e seus respectivos constituintes.
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A fracdo 11S, também conhecida como legumina, possui a maior
concentragdo de aminoacidos sulfurados e tem menor tendéncia a dissocia¢ao
(devido a sua estrutura oligomérica), necessitando pHs mais &cidos. Ja a
globulina 7S, também chamada de vicilina, resulta em um grande namero de
fragmentos polipeptidicos. Em geral as globulinas sédo insoliveis em agua.
Porém, dissolvem-se em solucdes salinas diluidas em valores de pH acima ou
abaixo de seu ponto isoelétrico, que é na faixa de 4,7. Quando em solucao, sdo
sensiveis ao tratamento térmico. A glicinina (11S) desnatura na faixa de 85-95°C

enguanto a B-conglicinina (7S) desnatura a 65-75°C (18:21),

Do ponto de vista alimentar, as proteinas sdo macronutrientes de
importancia vital e sua qualidade nutricional depende da quantidade,
digestibilidade, absorcdo e utilizacdo dos aminoacidos que a compdem. A
proteina da soja é considerada a mais completa de origem vegetal, pois
apresenta todos os aminoacidos essenciais necessarios para alimentacao
humana ou animal: isoleucina, leucina, lisina, metionina, cisteina, fenilalanina,
tirosina, treonina, triptofano, valina e histidina. A maioria deles, com excecédo dos
sulfurados cisteina e metionina, esta presente em quantidades proximas as
requeridas para o consumo humano segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization), organismo da Organizacéo das Nac¢des Unidas para Agricultura e
Alimentacdo. Além disso, o indice de digestibilidade da proteina de soja é

semelhante ao das proteinas do ovo e da caseina do leite 2.

Em 1999 o Food and Drug Administration (FDA), departamento americano
responsavel pelo controle de alimentos e medicamentos, aprovou uma
publicacdo sobre a proteina de soja, declarando que a ingestdo de 25 gramas
desta ao dia auxiliaria na reducgéo do risco de doencas cardiacas 29,

No Brasil, a RDC n° 19 de 30 de abril de 1999 da ANVISA regulamenta os
procedimentos para o registro de produtos que declarem no rétulo possuir
propriedades funcionais ou de satde @”). Posteriormente, em 2008, a publicacédo
da Lista de Alegacgdes de Propriedade Funcional declarou que “O consumo diario

de pelo menos 25 g de proteina de soja pode ajudar a reduzir o colesterol. Seu
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consumo deve estar associado a uma dieta balanceada e um estilo de vida

saudavel”.
2.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas da soja e seus derivados

O grao de soja contém aproximadamente 40 % de proteinas, 20 % de
lipideos, 23 % de carboidratos totais, 12 % de fibras e 5 % de cinzas (matéria
seca). Possui, também, diversos minerais, como magneésio, fésforo, ferro, calcio
e zinco @8, Devido ao seu alto teor proteico em comparacdo a outras
leguminosas, com proteinas de facil digestibilidade e grande diversidade de
aminoacidos essenciais, a soja ganhou destaque na alimentacdo animal e
humana, como matéria-prima de uso industrial para alimentos processados de

diversos tipos e como substituto da carne em dietas vegetarianas e veganas
(29,30)

Além dos macro e micronutrientes, o grdo de soja possui outros compostos
como esterdis, saponinas e fitoestrogenos flavonoides (isoflavonas) 9. Muitos
dos efeitos benéficos da soja para a salde humana sdo atribuidos as
isoflavonas. Contudo, apesar da grande quantidade de vantagens atreladas as
caracteristicas bioquimicas da soja, ela possui alguns antinutrientes (compostos
biolégicos ativos) que prejudicam seu valor nutricional e podem interferir no

correto funcionamento do organismo ©9),

Os principais antinutrientes presentes na soja séo: inibidores de protease,
qgue inibem a atuacdo das enzimas tripsina ou quimiotripsina e prejudicam a
digestdo proteica; lectinas, que aglutinam as células vermelhas do sangue,
podendo causar coagulos, e reduzem a absorcdo de nutrientes no intestino
delgado; acido fitico, que causa alteracdes na tireoide e problemas de origem
endocrinolégica; e oligassacarideos como a rafinose e a estaquiose, que sédo de
dificil digestdo, fermentam no coélon e causam flatuléncia. Muitos destes
antinutrientes, principalmente os inibidores enzimaticos, podem ser inativados

empregando tratamentos térmicos como aquecimento imido e tostagem (30:31.32),
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A soja esta comercialmente disponivel em formatos variados: como gréo,
farinha desengordurada, proteina concentrada, proteina isolada, proteina
texturizada, extratos, leite de soja, etc. ARDC n° 268 de 22 de setembro de 2005
da ANVISA define os requisitos de composicdo de cada um dos derivados
comerciais de soja 3. O teor de proteina minimo para cada um deles é

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Teores de proteina minimos exigidos para os derivados comerciais de

soja.

Teor minimo de proteina

Derivado de soja (base seca) x 6,252

Proteina Texturizada (PTS) 50%
Proteina concentrada (PCS) 68%
Proteina Isolada (PIS) 88%
Extrato em po 40%
Extrato liquido 3%
Farinha desengordurada 45%

a Fator de Kjeldahl utilizado para proteina de soja.
Fonte: ANVISA 33

A composicdo bioquimica do grdo de soja é diretamente alterada por
diversos fatores, que vao desde o gendtipo da semente, condicbes de plantio
(como temperatura e umidade) até os tipos de processamento que transformam

0 gréo cru nos seus diversos derivados consumiveis (18),

Da mesma forma, os subprodutos da soja variam muito em seus macro e
micronutrientes constituintes. A composicdo quimica dos concentrados e
isolados proteicos de soja € fortemente afetada pelos processamentos
empregados em sua obtencdo, inclusive o método de solubilizacdo e a
temperatura. Por exemplo, para extrair as proteinas da soja removendo 0s
acucares e oligossacarideos pode-se utilizar 4gua, alcool, ou uma mistura de
ambos em diferentes propor¢cdes. A agua remove alguns peptideos de baixo
peso molecular, enquanto o alcool retira boa parte das isoflavonas e outros
fitoquimicos (como a saponina) que sado sollveis nesse solvente, levando a

produtos com composicdes consideravelmente diferentes (3435,
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2.1.1.1 Isoflavonas

Isoflavonas sdo compostos pertencentes a uma classe de flavonoides
conhecida como fitoestrégenos, que possuem similaridade estrutural e funcional
com o horménio humano 173-estradiol (estrogénio). Os fitoestrégenos ocorrem
naturalmente como produtos de metabolismo secundario em diversos tipos de
plantas, mais comumente em leguminosas, sendo a soja o0 grao que possui maior
concentracdo. A presenca de isoflavonas em produtos carneos decorre
exclusivamente da adicdo de condimentos, proteinas ou outros ingredientes

vegetais (36:37.38),

As isoflavonas presentes na soja possuem 4 formas quimicas e totalizam 12
isbmeros: as agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina (Figura 5); os PB-
glicosideos daidzina, genistina e glicitina; os derivados glicosilados acetilados,
6”-O-acetildaidzina, 6”-O-acetilgenistina, 6”-O-acetilglicitina e os glicosilados
malonilados, 6”-O-malonildaidzina, 6”-O-malonilgenistina e 6”°-O- malonilglicitina
(39), Como agliconas, sdo diretamente absorvidas pelo organismo. Ja as formas
glicosidicas sdo previamente transformadas em agliconas pelas B-glicosidases

presentes no intestino para que ocorra a absorgédo “0),

HO o HO 0
98 I
OH O O
© OH OH

Daidzeina Genisteina

Gliciteina

Fonte: Autor.

Figura 5. Estrutura quimica das formas agliconas das isoflavonas presentes na

soja.
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Atualmente, as isoflavonas s&o associadas a diversos beneficios a saude e,
por isso, sdo amplamente consumidas, inclusive como suplemento. O efeito mais
difundido é como auxiliar nos sintomas da menopausa e osteoporose em
mulheres, devido a sua atividade estrogénica. Mas também € associado a
propriedades antioxidantes, antifangicas, bactericidas, anti-inflamatorias,
hipocolesterdmicas, antimutagénicas e antitumorais, principalmente contra os

canceres de mama e prostata (37:41:42:43,44,45,46),

Apesar de tantos supostos beneficios, diversos estudos tém questionado a
funcdo biolégica benéfica do consumo dos fitoestrégenos da soja. As isoflavonas
foram associadas a disfungdes de tireoide em adultos e criangas, inibicdo na
sintese de estradiol e disturbios hormonais (principalmente em bebés do sexo

masculino), infertilidade em homens adultos e deméncia em idosos “7),

Além dessa controvérsia, existe uma grande dificuldade em estipular o
consumo ideal diario de isoflavonas e relaciona-lo as quantidades de consumo
de produtos derivados da soja, principalmente os proteicos, visto que o
processamento influencia drasticamente na concentragéo final. Mais estudos
Sao necessarios para avaliar com maior confiabilidade os efeitos do consumo de
isoflavonas a saude e estipular a quantidade segura de ingestdo, seja por meio

de alimentos que a contém ou por suplementacéao.

Diversos estudos apresentaram resultados incongruentes ao procurar
analiticamente uma correlacdo entre o teor de isoflavonas e proteinas nos
derivados ou gréos de soja (48:49.5051,5253,54) Se encontrada uma correlagéo forte
entre a quantidade de isoflavonas e proteinas, seria possivel utilizar as
isoflavonas como marcadores na determinacao analitica da proteina de soja. Em
2010, Daguer et al. apresentou um método capaz de detectar proteina de soja
em lombo de suino através do teor de isoflavonas, utilizando CLAE com detector
PDA. Porém, essa abordagem se mostra viavel somente se a curva analitica e

as amostras sdo preparadas com a mesma matéria-prima de proteina de soja
(55)
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2.1.2. A proteina de soja como alérgeno

O termo “alergia alimentar” é definido como uma resposta imunoldgica
especifica do corpo as proteinas de um determinado alimento e os sintomas
variam de uma simples coceira ou inchago nos labios até um choque anafilatico,
podendo levar a 6bito. Existem, também, varios tipos de reacdes adversas nao-
imunologicas aos alimentos, ocasionando sintomas como refluxo

gastroesofagico, infeccédo, anormalidades gastrointestinais, dentre outros ),

Apesar de apresentar diversos aspectos nutricionais positivos, a soja esta
entre os 8 alimentos que mais causam alergia alimentar no mundo. Conhecidos
como “The big 8”, leite, ovos, amendoim, crustaceos, castanhas, soja, trigo e
peixe sdo responsaveis por aproximadamente 90 % dos casos de alergia. Esses
alimentos sdo reconhecidos como alergénicos de relevancia para a saude
publica pelo Codex Alimentarius, organismo da FAO e da OMS responsavel pela

harmonizacao internacional de regras para alimentos 657,

Ao menos 21 proteinas presentes na soja ja foram associadas a processos
alérgicos e, para individuos que possuem essa sensibilidade, o contato até
mesmo com tracos do alérgeno pode desencadear uma reacdo. A Unica forma
efetiva de prevenir os sintomas clinicos é a restricdo do consumo. Portanto, €
imprescindivel que o consumidor tenha acesso as informacdes nutricionais dos
produtos de forma confidvel. Para produtos embalados, a forma mais eficaz de

difundir essa informagéo é através da rotulagem (6:57:58),

Por essa razao, o uso de qualquer derivado de soja deve ser declarado no
rétulo do produto, conforme estabelecido pela RDC n° 26, de 2 de julho de 2015
da ANVISA. A iniciativa para essa regulamentacdo surgiu da importancia da
rotulagem dos alimentos embalados na protecdo da saude e melhoria da
qualidade de vida dos individuos com alergias alimentares e, também, pela

constatacdo de diversos problemas na transmissao de informacgdes nos rétulos
(57,59)
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2.1.3. Uso industrial da proteina de soja em produtos carneos e as

ferramentas analiticas atuais

A industria de carneos utiliza diversos tipos de aditivos com a finalidade de
conferir determinadas caracteristicas fisico-quimicas ao produto final. As
propriedades funcionais das proteinas que possuem relevancia para aplicagéo
nos alimentos séo as organolépticas, as hidrofilicas (interacdes proteina-agua),
intermoleculares (interacfes proteina-proteina) e interfasicas (interacbes da

proteina com outros componentes do produto) ).

A proteina de soja é amplamente utilizada como extensor, emulsificante ou
estabilizante, conferindo homogeneidade e textura ao produto final. Extensores
sdo proteinas ou misturas de proteinas que servem para substituir parcialmente
as proteinas naturais de origem animal, de forma a diminuir os custos mantendo
uma qualidade similar no produto e aumentando seu rendimento. Os objetivos
tecnoldgicos da adicdo da proteina de soja sao: reduzir custos de producao;
melhorar o rendimento de coccéo, a fatiabilidade, a estabilidade da emulséao e o
sabor; aumentar o contetdo proteico e o rendimento; melhorar a retencao de

agua e de gordura (360,

Os derivados de soja utilizados como aditivos séao principalmente as farinhas
desengorduradas, proteinas texturizadas, os concentrados e o0s isolados
proteicos, que contém no minimo 30 %, 50 %, 70 % e 90 % de proteina,
respectivamente. Cada derivado possui diferentes caracteristicas e proporcdes
dos nutrientes constituintes, oriundas do seu processamento, e aplicacdes

industriais distintas que dependem do objetivo pretendido.

A solubilidade da proteina também depende dos seus tratamentos prévios
(61.62) A Tabela 2 apresenta os principais derivados de soja utilizados para
produtos carneos e embutidos, bem como a motivacao tecnoldgica do seu uso.
Segundo Daguer et al. (2010) ®, a proteina concentrada de soja (PCS) é o
derivado mais utilizado no Brasil, seguida da proteina texturizada (PTS) e da

proteina isolada de soja (PIS).
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Tabela 2. Aplicacdes industriais dos derivados Farinha desengordurada de soja
(FDS), Proteina concentrada de soja (PCS) e Proteina isolada de soja (PIS) em

produtos carneos.

Proprl'edade Objetivo Aplicacgo Derlva_do de
funcional soja
~ = Formacéo de pontes de .
Absorc¢éao e retengéo . T ~ Cérneos,
de 4gua hldrogenlq, retencéo de salsichas FDS, PCS
agua
Gelificacéo Formagao <_je matriz Carneos PCS, PIS
proteica
Coesao-adesao Adesividade Salsichas FDS, PCS, PIS

Elasticidade Pon,t_es d|ssulf,eto_em Céarneos PIS
géis deformaveis

Formacéo e
Emulsificacdo estabilizagéo de Salsichas FDS, PCS, PIS
emulsdes como gordura
Absorc¢édo de 6leo Retencéo de 6leo livre Carr_leos, FDS, PCS, PIS
salsichas
Retencado de aroma Ac!sorc;ao, FElREes Bl PCS, PIS
aprisionamento carne

Fonte: Adaptado de VIEIRA (2007) (62

Devido ao baixo custo e aos evidentes beneficios tecnoldgicos da adicdo de
derivados da soja em produtos carneos, € necessario manter vigilancia
constante quanto a quantidade adicionada, pois proteinas alternativas podem
ser utilizadas de forma fraudulenta para substituir a presenca de componentes
mais nobres no produto. No Brasil, o0 MAPA regulamenta as especificacdes de
composicdo de cada tipo de produto através da publicacdo de Instrucdes
Normativas que estipulam os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade
(RTIQ). A Tabela 3 apresenta em um compilado as adicdes maximas permitidas

pela legislacdo para diversos produtos carneos.
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Tabela 3. Teores maximos de adicédo de proteina de soja em produtos carneos

segundo legislacdo do MAPA.

Adicdo maxima Excecgdes

Produto . C -
permitida (adicdo néo permitida)

Presunto tenro 1,0% * Presuntos cru, serrano e parma

Bacon, barriga defumada,
lombo, paleta, pepperoni, 2,0% * Presunto cozido superior
presunto cozido

Apresuntado, fiambre, * Linguicas Blumenau, calabresa,

e . 2,5% )
linguica, paio portuguesa, toscana e colonial
Paté 3,0% -
Almondega, empanados, * Mortadelas bologna e italiana
i 0

&iﬂgﬂg;egfs'?fﬁ a 40% * Salsichas Viena e Frankfurt
Copa, CMS, salame, e A

: Adicao néao
salaminho, corned beef, ermitida -
jerked beef P
Produtos carneos salgados Adlgaq nao =

permitida

Fonte: MAPA — RTIQ carneos e seus derivados ®),

Entretanto, apesar da existéncia de legislacbes dispondo sobre limites
maximos e do risco agregado ao uso inadvertido de derivados de soja em
produtos carneos, a fiscalizacdo permanece defasada em relacdo as fraudes,

por caréncia de ferramentas analiticas mais adequadas.

O método de Kjeldahl ©® é um método indireto que quantifica o nitrogénio
total presente na amostra. Por isso, o resultado inclui um fator (fator de Kjeldahl)
que relaciona a quantidade de nitrogénio total da amostra com a que é
proveniente das proteinas naquele tipo de matriz. No caso da soja, esse fator &
6,25. Devido a sua execucéo relativamente simples e boa precisao, esse método
€ 0 mais amplamente utilizado no mundo para determinacdo de proteina em

diversas matrizes, alimenticias ou nao.

Existem vérios produtos carneos e embutidos em que a legislacdo permite a

adicdo de outros tipos de proteina (vegetal ou lactea) em quantidades limitadas
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e, através do método de Kjeldahl, ndo é possivel diferencia-las e avaliar se esses
limites estdo sendo respeitados. Existem, ainda, produtos onde ndo € permitida
a adicao de proteina ndo-carnea e essa fraude permanece indetectavel com as
ferramentas analiticas empregadas atualmente. A falta de especificidade do
método de Kjeldahl permite, inclusive, a adicdo de qualquer composto rico em
nitrogénio, mesmo ndo sendo uma substancia propria para consumo, o que pode
levar a fatalidades como a morte de criangas e animais ocorrida na China apo6s

0 consumo de leite e racdo adulterados com melamina ©3).,

O método oficial internacionalmente estabelecido para quantificar a proteina
de soja em amostras carneas € da AOAC 4, baseado em imunoabsorcdo
enzimatica ou ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Apesar de serem
rapidos e facilmente aplicados na rotina laboratorial, métodos ELISA sé&o
indiretos e passiveis de resultados falso positivos. O tratamento térmico
empregado na fabricacdo dos produtos carneos afeta a performance e
confiabilidade dos métodos enzimaticos, pois 0 aguecimento desnatura as
proteinas, altera sua conformacéo e solubilidade 26566 Além disso, detectam
somente um composto por teste 6 e possuem diversas limitagdes quando se
utilizam matrizes complexas e alimentos processados. Ja foram criticados por

autoridades regulatdrias © e sdo considerados como métodos semi-quantitativos
(65)

Uma outra alternativa bastante empregada sdo métodos baseados em PCR
(Polymerase Chain Reaction), que é uma técnica utilizada para amplificar um
segmento de DNA em varias ordens de grandeza, gerando de milhares a milhdes
de coépias de uma determinada sequéncia de DNA, até que este possa ser
analisado por outra técnica, como eletroforese 8. Porém, os resultados dos
métodos baseados em PCR séo afetados devido aos tratamentos realizados nos
produtos carneos processados (que provocam degradacdo do DNA) e também

pela complexidade da matriz, dentre outros fatores (68.69.70.71.72),

A maioria dos trabalhos publicados utilizam técnicas analiticas com base em

deteccdo de DNA, eletroforese, ou otimizacfes a partir do atual método ELISA
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da AOAC 873) No Brasil foram desenvolvidos métodos utilizando as técnicas de
razdo isotopica ('Y e espectroscopia no infravermelho préoximo (™ e médio (79),
mas sdo semi-quantitativos e de dificil aplicagdo em uma rotina analitica de

fiscalizacao.

Mais recentemente, devido a modernizacao analitica, a AOAC publicou o
meétodo oficial para identificacdo de proteinas de ervilha, arroz e soja em
matérias-primas e produtos acabados. Esse método utiliza CLAE-EM/EM e
monitora 3 peptideos da glicinina da soja. Entretanto, 0 método € qualitativo e
possui um protocolo longo e dispendioso, utilizando peptideos sintéticos

comerciais como padro interno (77,

Caracterizar a proteina de soja em produtos carneos é uma necessidade
constatada por diversos autores 665787974 para que os parametros legais
estabelecidos possam ser fiscalizados de fato. As maiores dificuldades a serem
superadas no desenvolvimento de novas ferramentas analiticas sdo a
complexidade e homogeneidade das matrizes, as modificagbes estruturais que
0 processamento pode causar nas proteinas e o tipo do derivado de soja utilizado
como matéria-prima, tendo em vista as diferencas de composicdo existentes,

discutidas na sec¢éo 2.1.1.

Na ultima década, a utilizacdo da cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa tém se difundido como uma excelente alternativa
analitica para especiacao de proteinas de origem carnea e vegetal em alimentos
processados, inclusive com técnicas mais sofisticadas, como a Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa em modo
tandem (do inglés UPLC-MS/MS) (/8 e a Cromatografia Liquida em Nanoescala
acoplada a Espectrometria de Massa em modo tandem (do inglés Nano-LC-
MS/MS) €9),
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2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

Espectrometria de massa em modo tandem (CLAE-EM/EM)

A cromatografia € uma técnica quimica que permite a separacao,
identificacdo e determinacdo de componentes em misturas complexas. A
cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE) é o tipo mais versatil e
amplamente empregado de cromatografia por eluicdo, sendo Gtil para promover

a separacao de compostos biologicos, como proteinas.

A CLAE-EM/EM pode ser considerada a combinacgéo ideal entre método de
separacdo e deteccdo ®Y e vem sendo utilizada em diversas areas, como a
farmacéutica, na pesquisa de novos compostos, estudos farmacocinéticos e
metabdlicos ®2; na medicina, para pesquisa do genoma humano e animal,
andlises em células e plasma (384; em residuos de medicamentos e pesticidas
nas mais diversas matrizes, com andlises multiresiduos capazes de detectar
dezenas de compostos em uma Unica corrida #5887 e na area de alimentos,

principalmente no controle de fraudes e contaminantes (88:89.90,91,92,93)

A técnica de espectrometria de massa consiste em transformar o analito em
ions na fase gasosa, carregados positiva ou negativamente, e posteriormente
separa-los em um analisador em fung¢do da sua razdo massa/carga (m/z). A
andlise de proteinas e polipeptideos de cadeia longa por EM néo era possivel
até a década de 1980, devido a sua polaridade e natureza nao-volatil. Essa
realidade mudou apds o desenvolvimento das técnicas de dessorcao e ionizacao
branda, ainda no final da mesma década, possibilitando a ionizacdo no estado

gasoso de macromoléculas de massa elevada (49,

Neste trabalho utilizou-se fonte de ionizagao por electrospray (ESI, do inglés
electrospray ionization) e, como analisador de massa, um sistema triplo-

guadrupolo (QgQ ou tandem), conforme mostra o esquema da Figura 6.
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Figura 6. Esquema geral de cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a

espectrometro de massa em modo tandem.

2.2.1. Aplicagéo em protedbmica

No campo da protedbmica existem duas estratégias principais para analise de
proteinas por espectrometria de massa. Os métodos top-down focam na
deteccdo das proteinas intactas, sem digestdo prévia. S80 mais complexos e
dispendiosos, devido a algumas barreiras técnicas, como a dificuldade de ionizar
moléculas muito grandes, a complexidade dos espectros gerados e a escassez

de padrdes de proteinas puras disponiveis comercialmente %) Além disso, a
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quantificacdo fica prejudicada principalmente em alimentos processados e
matrizes complexas, pois as proteinas podem sofrer diversas modificacdes
estruturais sob alta temperatura. Por essa razdo, a estratégia top-down é
normalmente utilizada para analise qualitativa, para a identificacdo e

caracterizacao das proteinas (%),

A abordagem bottom-up baseia-se na quebra da cadeia proteica seguida da
analise dos fragmentos peptidicos formados. O primeiro passo consiste em
definir os peptideos marcadores da proteina de interesse e alguns critérios de
escolha como singularidade, sensibilidade e estabilidade precisam ser
considerados. E crucial que os peptideos escolhidos como marcadores sejam

especificos daquele tipo de proteina, para evitar falsa identificacéo.

A quebra da cadeia proteica pode ser realizada em gel (por eletroforese) ou
sem gel, por uma abordagem conhecida como “shotgun”, que utiliza digestéo
enzimatica em solucdo com o auxilio de enzimas peptidases. Por fim, os
peptideos sdo separados por CLAE, analisados no espectrometro de massa e
os resultados sdo comparados a bancos de dados. Métodos shotgun séo
amplamente empregados para quantificar e identificar proteinas indiretamente,
através dos peptideos oriundos da digestdo proteolitica ©*%), A Figura 7

esquematiza os dois processos e suas etapas.

A enzima mais comumente utilizada para quebra proteica é a tripsinaZ.
Quando em solucdao, ela cliva as cadeias da proteina na carboxila dos residuos
de lisina (K) e arginina (R), exceto se o proximo aminoacido for uma prolina (P).
Essa clivagem gera peptideos estaveis em um processo chamado de digestao

triptica (®4%%), como pode ser observado na Figura 8.

2 Além de ser a enzima peptidase mais comumente utilizada para esse fim na literatura, optou-
se por utilizar a tripsina pela disponibilidade no laboratério.
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TOP-DOWN BOTTOM-UP

l AMOSTRAS DE PROTEINA |

| Proteina completa | | Peptideos marcadores |
Eletroforese gel . .
(1D e 2D) Shotgun
Digestao Digestdo enzimatica
enzimatica em gel em solugao
CLAE
Perfil .da Fragment?.:_:ao Western
proteina da proteina blottin Untargeted MS Targeted MS
(Full MS, SIM) [ (FUllMS/MS) J (DOA, DIA,.) (SIM, SRM...)
Dete_c_gao f Caracterizacao / ldentificacao Dete.c?ao f
quantificacao quantificacao

Fonte: Adaptada de MONACI et al. (2018) ©6)

Figura 7. Etapas dos processos Bottom-up e Top-down de andlises de proteina

por espectrometria de massa.

Globulina 118 (glicinina)

Fragmentos peptidicos apos digestao com tripsina

@0.0000006006.6.0.0 30,6 .0N.0 0006

00066000060000860060060,00

Fonte: Autor.

Figura 8. Exemplo de quebra da estrutura da proteina glicinina (11S) da soja,
apos digestdo com a enzima tripsina, formando os fragmentos peptidicos que

podem ser detectados por espectrometria de massa.
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A desnaturacdo da(s) proteina(s) € uma etapa crucial para promover sua
solubilizacdo adequada e o desdobramento das estruturas espaciais da cadeia
proteica, permitindo o acesso da enzima aos pontos de clivagem. Para essa
finalidade utilizam-se agentes caotropicos, como a ureia, ou tensoativos, como
0 SDS (dodecil sulfato de sddio) ©497),

O uso de tensoativos ibnicos é eficiente na disruptura da proteina, mas pode
ter efeitos negativos nas etapas seguintes. No caso do SDS, por exemplo, até
mesmo pequenas quantidades sdo capazes de suprimir completamente o sinal
gerado por ESI na espectrometria de massa, hos modos positivo ou negativo.
Por essa razdo, é necessdria uma etapa de remocao desse reagente apos a
digestao triptica. A ureia, por outro lado, € facilmente retirada por fase reversa
com colunas C18, mas ela pode interferir na etapa de digestdo desnaturando a

enzima protease, além de outros efeitos (98:99),

Muitas variacGes de preparo de amostra para analises shotgun com tripsina
foram testadas e otimizadas na literatura, como o uso de ultrassom, variacoes
na temperatura, pH e tempo de extracdo das proteinas, bem como varia¢cdes no
agente caotropico ou tensoativo, proporcao proteina/tripsina, temperatura e
tempo de digestdo. Naturalmente, a origem da proteina em questéo influencia

diretamente nesses parametros (210:97.:100.101,102,103,104),
2.2.2. Aplicacdo em andlise de produtos carneos

Ao longo das ultimas duas décadas, diversos trabalhos tém sido publicados
na area de qualidade de alimentos utilizando a cromatografia acoplada com
espectrometria de massa como ferramenta analitica, principalmente no que
concerne a investigacdo de compostos utilizados para fraude econémica e com

especial atencdo aos agentes causadores de alergias alimentares.

Em 2006, Leitner et al. identificaram peptideos marcadores da proteina de
soja e testaram a deteccdo fortificando amostras de carne de frango, gado, porco
e peru, utilizando cromatografia liquida multidimensional acoplada a

espectrometria de massa em tandem ©. Em 2011, foi publicado o primeiro
45



método multiplex utilizando CLAE-EM/EM para a deteccdo de 7 alérgenos
simultaneamente, dentre eles a soja (Heick et al.) 7). Tolin et al. utilizaram a
CLAE-EM/EM para analisar proteinas residuais de ovo e leite em vinhos (199,
Cucu et al. utilizaram lonizacéo por Dessorcéo a Laser Assistida por Matriz com
analisador por tempo de voo (do inglés MALDI-TOF) acoplado a espectrometro
de massa para identificar peptideos marcadores de proteina de soja estaveis
apos diversos tratamentos e reacdes tipicamente decorrentes do processamento

industrial 14,

Em 2016, um método shotgun utilizando CLUE-EM/EM, capaz de detectar
tracos de leite, ovos, soja e amendoim em matrizes de alimentos processados,
foi desenvolvido por Planque et al. (2016) 1%), Hoffmann et al. validaram um
método para determinar simultaneamente proteina de soja, ervilha e tremoco em

produtos carneos e embutidos, por CLAE-EM/EM (9),

Li et al. (2018) desenvolveram um método para determinacédo simultanea de
peptideos de 8 espécies de proteinas de animais e plantas (inclusive soja),
testado em salsichas e presuntos de diferentes origens carneas (®. Em 2017,
Montowska et al. detectaram varios peptideos marcadores de soja, leite e clara
de ovo em produtos carneos utilizando cromatografia liquida com detector do
tipo Quadrupolo-Tempo de véo @, Em 2019, o mesmo grupo desenvolveu um
método de quantificacdo absoluta para monitorar a abundancia de peptideos em
misturas complexas de proteinas processadas, utilizando marcadores isotépicos

de 13C e 15N como padrdes internos (7).

2.2.3. Desafios na quantificacdo de proteinas em alimentos

processados

Ao longo da evolucdo das andlises de alergénicos em alimentos, muitos
desafios foram encontrados no desenvolvimento de métodos analiticos que
utilizem as proteinas ou seus peptideos como marcadores para a determinacéo
do conteudo proteico. Destaca-se o desenvolvimento de metodologias para

analise de alimentos processados e ultra-processados.
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As proteinas possuem cadeias longas e complexas, e a maioria das suas
propriedades fisico-quimicas e funcdes biolégicas dependem da sua
conformacdo. Até mesmo a mistura da proteina com outros compostos, como
gordura, carboidratos ou com outras proteinas, pode alterar sua funcionalidade.
Por essa razéo, é um grande desafio estabelecer todos os fatores que podem
afetar o comportamento de uma determinada proteina durante o processo

produtivo do alimento e no ambiente de uma matriz complexa (108),

Alimentos processados e embutidos normalmente sofrem algum tipo de
cozimento ou aquecimento durante sua produgdo. O calor desnatura as
proteinas, promove modificacdes quimicas e destréi sua estrutura tridimensional.
Em alguns casos, dependendo da concentracdo proteica, condi¢cdes de pH e
forca ibnica do meio, o aquecimento também pode induzir a agregacao das
proteinas (109110) Porém, para métodos shotgun, o maior problema decorrente

do aquecimento reside na solubilidade.

Naturalmente, os peptideos selecionados como marcadores precisam ser
detectaveis antes e depois do processamento da matéria-prima que contém o
analito. Mas proteinas desnaturadas sdo menos sollveis, e isso gera grande
impacto na eficiéncia do processo de extracdo 119, Em uma amostra real, a
proteina nela contida (incurred), que passou por todas as modificacfes inerentes
as etapas do processo produtivo, é extraida de forma diferente da proteina

adicionada no laboratoério apés os processamentos (spiked).

Isso significa que, ao quantificar uma amostra real utilizando uma curva de
calibracdo externa em matriz spiked, o resultado apresenta uma tendéncia para
baixo, pois a proteina que foi adicionada na matriz da curva sera mais
eficientemente extraida, resultando maiores valores de &area do pico
cromatografico do que as da amostra incurred. Mesmo utilizando a técnica de
adicao de padrao para construir a curva analitica (que elimina outros problemas,
como o efeito de matriz) observa-se essa tendéncia de resultado subestimado,
devido a diferenca entre as areas dos picos dos pontos fortificados spiked e dos

pontos da amostra sem fortificagéo (incurred).
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Diversos trabalhos demonstraram a influéncia do aquecimento na eficiéncia
de extracdo das proteinas. Monaci et al. (2011) compararam amostras de
biscoito e estudaram o efeito do tempo de exposicdo ao aquecimento em
proteinas do leite. Concluiram que, quanto maior o tempo de cozimento, mais
afetadas eram as proteinas, chegando a um decréscimo de 80 % de proteina
extraida de 3 para 10 minutos de cozimento (1%8). Gomaa e Boye (2013), também
analisaram biscoitos e observaram, por ELISA, a diferenca da recuperacéo das

proteinas de soja antes (+ 83 %) e ap6s o cozimento (+ 25 %) (111,

Pilloli et al. (2017) analisaram curvas de calibracdo spiked e incurred de
varios alérgenos (dentre eles a soja) em biscoitos, e consideraram a perda de
sensibilidade por efeito do processamento como sendo a diferenca da inclinacéo
das retas obtidas nos dois casos. O resultado obtido apontou uma reducédo de

83 % na sensibilidade dos peptideos de soja apds o cozimento (110),

A temperatura do aquecimento e o tempo de exposi¢cdo a ele influenciam
diretamente na capacidade de extracdo das proteinas. Em temperaturas a partir
de 100° C, por exemplo, outras reagcbes comegam a ocorrer, Como a reacao de
Maillard, entre acucares redutores e grupos amino livres da lisina. Dessa forma,
espera-se que os testes realizados em biscoitos (que sédo aquecidos entre 180 e
200° C no cozimento) apresentem uma reducéo no rendimento de extracdo mais
expressiva do que a realidade prevista para os produtos carneos, que passam

por aquecimento mais ameno e por menor tempo 10,

Os embutidos refrigerados que néo séo dessecados, curados ou defumados,
passam por preparos mais brandos. A salsicha, por exemplo, é aquecida a 74°
C por 15 a 20 minutos durante sua producdo, enquanto a mortadela permanece
a 76° C por um periodo de 20 a 30 minutos3. Por serem temperaturas mais
baixas, espera-se que o efeito do processamento ndo seja tdo drastico na etapa

de extracdo das proteinas de interesse. Porém, nao foram encontrados estudos

8 InformagGes fornecidas pela industria parceira, referentes aos seus produtos.
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especificos dos efeitos do processamento nas proteinas em produtos de origem

carnea.

Os esforcos dos pesquisadores tém sido no sentido de compreender e
solucionar essas dificuldades que impossibilitam a quantificagdo adequada de
proteinas em alimentos processados. Algumas técnicas sdo adotadas para
avaliar e tentar compensar diferencas nas etapas de extracdo e digestdo, como
a utilizacdo de peptideos sintéticos com marcadores isotopicos como padréao
interno, para corrigir desvios ocasionados nas etapas de extracéo e digestdo 112,
Porém, essa pratica requer um alto investimento financeiro e se torna inviavel

como rotina.

O método desenvolvido por Planque et al. (2016) %) ytilizando CLUE-
EM/EM foi testado em amostras de biscoito, chocolate, molho de tomate e
sorvete, através de curvas de calibragdo incurred. Em 2017, Planque et al.
fizeram um estudo comparativo em biscoitos para avaliar os impactos do
processamento e dos efeitos de matriz, com amostras incurred, spiked e
digested (quando o analito é adicionado ja digerido no extrato da amostra). Eles
observaram que a sensibilidade do método variou consideravelmente entre as
matrizes, o que impossibilitou utilizar uma curva Unica para quantificar todas as
amostras. Além disso, adicionaram peptideos sintéticos como padréo interno
antes do cozimento, na tentativa de corrigir os efeitos oriundos do aquecimento,

mas sem sucesso (113),

Hoffmann et al. (2017) produziram suas proprias amostras de linguica
contendo diferentes niveis de proteinas vegetais para obter uma curva de
calibracdo incurred. Eles utilizaram peptideos sintéticos como padrdo interno,
substituindo um aminoacido da sequéncia, 0 que promove o mesmo efeito dos
isétopos de ter uma massa total quase idéntica a do peptideo de interesse.
Porém, uma diferenca de aproximadamente 4 minutos no tempo de retencao foi
observada entre um dos peptideos da soja e 0 seu padrado interno sintético. A
recuperacgdo obtida para o peptideo mais intenso da soja foi de 60 % (média de

6 lotes) (19,
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Até o presente momento, ndo se tem conhecimento de uma metodologia que
corrija totalmente os efeitos do processamento das amostras, das etapas de
extracao e digestdo, ou dos diferentes tipos de matriz. A alternativa mais viavel
para minimizar a diferenca de capacidade de extracdo das proteinas € trabalhar
com curva de calibragdo externa incurred, ou seja, produzir amostras com
diferentes (e conhecidas) concentracdes dos analitos de interesse, submeté-las
ao mesmo protocolo de preparo das amostras e construir a curva de calibracéo.
Também é possivel produzir uma Unica amostra com concentracdo alta do
analito e uma amostra branca (com a matriz igual, exceto pela presenca do
analito) de forma que a curva de calibracdo possa ser preparada com diferentes

diluicdes entre o extrato da amostra incurred e o da amostra branca.

A desvantagem dessa abordagem reside no fato de cada tipo de matriz
necessitar uma curva de calibracdo em matriz distinta, aumentando o volume de
trabalho e diminuindo a versatilidade e o rendimento operacional. Uma
alternativa, atualmente ja utilizada em rotinas laboratoriais, é preparar uma curva
de calibracdo Unica como triagem e, no caso de amostras nao-conformes,

realizar a confirmagdo com uma curva de calibracdo na mesma matriz.

Outra dificuldade encontrada atualmente na pesquisa de alergénicos em
produtos carneos estd na falta de materiais de referéncia e programas
interlaboratoriais disponiveis, ou mesmo de Guias normatizados que orientem o
desenvolvimento desse tipo de método, unificando parametros de validacéo e

unidades de expresséo dos resultados (113,
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

3.1.1. Solventes, reagentes e padroes

Solventes: &gua ultrapura (Mili-Q) com resistividade controlada em no
maximo 18,2 Qm, acetonitrila (JT Baker, 99,8 %). Os solventes utilizados nesse

trabalho possuem pureza compativel com a técnica de espectrometria de massa.

Reagentes: éter dietilico P.A. (Qhemis), tripsina obtida de pancreas suino
(Sigma), acido formico P.A. (Vetec), ureia P.A. (Neon, 99,39 %),
Tris(hidroximetil)-aminometano (Merck, 99,89 %), acido cloridrico P.A.
(Alphatec), bicarbonato de amoénio P.A. (Sigma, 100,5 %).

3.1.2. Preparo das solucdes e fase movel

Solugdo de tripsina (concentracdo final 1,0 mg mL™?): foi preparada pela
pesagem de 0,050 g do padréo e transferido para baldo volumétrico de 50,0 mL.
O volume foi ajustado com agua ultrapura e a solucéo foi fracionada e as por¢cées

congeladas a -20° C para conservacao.

O tampéo ureia-tris foi preparado com 8,0 mol L de ureia (48,0 g) e 50,0
mMolar de tris (60,5 mg) para cada 100 mL de solucdo, em agua ultrapura. Para
dissolver a ureia é necessario aquecer a solucdo, sob agitacdo, a
aproximadamente 70° C. O pH foi ajustado com algumas gotas de uma solucéo
de &cido cloridrico 1,8 mMolar em agua ultrapura, até atingir pH 8,2. Depois de
pronto, o tampao foi filtrado a vacuo com membrana 0,45 um e conservado em

geladeira.

A solucéo de bicarbonato de aménio foi preparada na concentracdo de 0,40

% (m/v) em agua ultrapura e conservada em geladeira.

A fase movel A foi preparada com a adicéo de 0,10 % (v/v) de acido formico

em agua ultrapura e a fase movel B foi preparada adicionando-se 0,10 % (v/v)
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de acido formico em acetonitrila. Ambas foram filtradas em sistema de vacuo

com membrana filtrante 0,45 pm.
3.1.3. Preparo das amostras

Os protocolos de preparo de amostra para analises shotgun podem ser
divididos em 4 etapas principais, que sao a purificacdo da matriz (retirando
componentes que podem interferir nos resultados, como a gordura), a extracao
das proteinas de interesse, a digestdo das proteinas e a analise cromatografica
(Figura 9).

2. Extracgdo da
e proteinade ===
soja

1. Extragdo da 3. Digestao

triptica

gordura

Fonte: Autor.

Figura 9. Esquema das etapas principais de métodos shotgun para anélise de

proteinas.

Todas essas etapas afetam diretamente o resultado da andlise. Por essa
razdo, é de suma importancia otimizar cada uma delas, visando obter a melhor

resposta possivel dos peptideos de interesse na espectrometria de massa.

Neste trabalho foram realizados diversos testes de otimizacéo,
principalmente nas etapas de extracdo e digestdo das proteinas, conforme
apresentado no esquema da Figura 10. As otimizacdes descritas foram
realizadas em amostras de proteinas de soja, salame, linguica, salsicha e
mortadela. Os resultados obtidos para os testes sdo apresentados e discutidos

na secao 4.1.
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Figura 10. Fluxograma dos testes de otimizac¢ao realizados em cada etapa do

preparo de amostra.
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ApoOs todas as otimizacdes realizadas, o protocolo de preparo de amostra

ficou definido como apresentado a seguir.

Inicialmente, as amostras foram trituradas com o auxilio de um processador,
até a obtencdo de uma massa com particulas menores e homogéneas. Uma
fracdo de aproximadamente 2,00 g da amostra triturada foi pesada em tubo

falcon de 50,0 mL para proceder a analise.

Para extrair a gordura, a amostra foi submetida a 3 lavagens sucessivas com
5,0 mL de éter etilico, agitacdo em vortex ou mesa agitadora e centrifugacao a
4500 rpm e 5°C. ApGs as lavagens, a amostra foi colocada a 25° C por 5 minutos
em um concentrador com fluxo de ar comprimido, a fim de remover o solvente
residual. Alternativamente, pode-se utilizar uma estufa a £ 45° C por 30 minutos
ou 0 tempo necessario até que o odor do solvente ndo seja mais percebido.

Na etapa de extracdo das proteinas, foram adicionados 8,0 mL da solucéo
tampao ureia-tris-HCI (pH 8,2). Posteriormente, as amostras foram agitadas em
dispersador até romper os grumos existentes e o solido estar misturado a

solucéo de forma homogénea, seguido de 2 horas de banho ultrassom a 37° C.

Apés, as amostras foram centrifugadas novamente a 4500 rpm a 20° C por
15 minutos. Para ensaio qualitativo em amostras que supostamente nao
contenham (ou contenham baixo teor) de proteina de soja, 200 uL do extrato
sobrenadante sao transferidos para eppendorf com capacidade de 1,5 mL. Caso
as amostras contenham mais de 1,00 % de proteina soja, ou para proceder a
andlise quantitativa, utiliza-se 50 pL do extrato sobrenadante.

Para a etapa de digestédo triptica, foram adicionados ao extrato anterior
solucéo de bicarbonato de amoénio 0,40 % (750 ou 900 pL, para 200 ou 50 pL de
extrato da amostra, respectivamente) e 50 pL da solucao de tripsina 1,0 mg mL"

1 Posteriormente, as amostras foram levadas a um forno a 37° C durante 1 hora.

Transcorrido este tempo, para interromper a digestdo da proteina (“quench”

da reacdo), foram adicionados 5 pL de &cido formico P.A., seguido de breve
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agitacdo manual do eppendorf e centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos, para
decantar quaisquer impurezas que possam ter permanecido na amostra até essa
etapa. Por fim, 800 yuL do sobrenadante foram transferidos para vial e injetados
no sistema CLAE-EM/EM para analise. A Figura 11 esquematiza o preparo

descrito.
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Fonte: Autor.

Figura 11. Esquema do protocolo de preparo de amostra otimizado.
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3.2. Métodos

Para desenvolver as metodologias de CLAE-EM/EM, foi necessario otimizar
os parametros do espectrodmetro de massa para a fragmentacao adequada e as
condicdes de separagdo por cromatografia liquida. O equipamento utilizado no
desenvolvimento da metodologia analitica deste trabalho foi um sistema CLAE-
EM/EM, marca SCIEX, modelo API 5000 acoplado a um sistema modulado de
cromatografia liquida da marca Agilent Technologies, modelo 1100 Series,
acompanhado do software Analyst 1.6 para tratamento de dados. A otimizacéo

dos parametros de analise é descrita a seqguir.
3.2.1. Parametros do Espectrometro de Massa

Para determinar os parametros do espectrometro de massa, introduziu-se
uma amostra de solucéo de proteina isolada de soja 1,0 pg mL™ (ja digerida com
tripsina) diretamente no equipamento por meio de infusdo. Primeiramente,
efetuou-se uma varredura na faixa de massa dos analitos para determinar os
ions moleculares. No caso dos peptideos, existe mais de um sitio de ionizacao
e a carga das moléculas normalmente sdo do tipo [M+H]*, [M+2H]?*, [M+3H]?*,
devido as suas massas moleculares elevadas. Os ions moleculares foram
fragmentados e os fragmentos de maior intensidade foram selecionados para

monitoramento em MRM.

Os ions precursores e seus fragmentos foram escolhidos com base nas
melhores respostas obtidas de intensidade e eficiéncia de ionizagdo. Os
parametros para andlise de espectrometria de massa foram definidos utilizando
o modo de ionizagcdo por electrospray positivo (ESI+) para os peptideos e
negativo (ESI-) para as agliconas. Foram monitorados 3 peptideos com 3
fragmentos cada. Ja para determinar as isoflavonas, foram selecionados 3
fragmentos para a daidzeina e a gliciteina e 2 para a genisteina. A identificacao
dos peptideos pela razdo m/z foi feita com o auxilio do software Skyline. A Tabela
4 apresenta os ions escolhidos para monitoramento e outros parametros

otimizados nesta etapa.
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Tabela 4. Parametros do espectrometro de massa para analise dos peptideos e

agliconas da soja.

Analito Carga Q1 (m/z) Q3 (m/z) CE (V) CXP (V) DP (V)
818,4 27 36 36

HFLAQS(IT_II\IIZ'ILI;IEDIAEK 43 622.0 919.4 27 36 36
1033,5 24 36 36

760,4 30 36 36

EAFGVNMOVR 42 6323 o165 34 3
859,9 30 36 36

283,1 45 36 36

PLAGNOEQEFLK 4 7030 4242 3 3 36
638,7 34 36 36

133,0 -42 -15 -15

Daidzeina -1 253,208 208,1 -40 -21 -21
223,0 -48 -27 -27

L 132,7 -54 -51 -51
Genisteina -1 269,223 132.0 .60 55 55
268,0 -26 -13 -13

Gliciteina -1 283,139  239,9 -34 -11 -11
183,8 -48 -17 -17

CE: Collision energy; CXP: Collision cell exit potential; DP: Declustering potential

Posteriormente, foram otimizados o0s parametros de ionizacdo dos
compostos, para que a maior quantidade possivel de moléculas do analito seja
ionizada de forma eficaz e chegue ao analisador de massa. A Tabela 5 apresenta
0s parametros adotados no método.

A separacao cromatografica foi realizada utilizando uma coluna C18 de 2,1
x 100 mm e tamanho de particula de 3,5 um. A fase movel utilizada foi composta
de agua (fase mével A) e acetonitrila (fase movel B), ambas com adi¢do de 0,10
% de acido formico (AF). O gradiente da fase mdvel e outros parametros de
coluna e injecdo sdo mostrados na Tabela 6. O tempo de analise foi ajustado de

forma a ganhar em eficiéncia sem comprometer a resolugéo dos picos.
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Tabela 5. Parametros da fonte de ionizagao por electrospray do espectrometro

de massa.

Parametros da fonte de ionizag&o

Potencial de entrada (EP) isoflavonas -10V

Potencial de entrada (EP) peptideos 10V

Géas de colisdo (CAD) 12V

Gas de cortina (CUR) 25V

Gas de nebulizacdo (GS1) 55 psi

Gas auxiliar (GS2) 55 psi
Voltagem do spray eletrénico (isoflavonas) -4500,0 V
Voltagem do spray eletrénico (peptideos) 5500,0 V
Temperatura (TEM) 700,0 °C

3.2.2. Parametros da analise por cromatografia a liquido

Tabela 6. Parametros do método de cromatografia a liquido para a separacéo

dos peptideos marcadores.

Gradiente fase movel
Tempo (min.) Fase A? (%) Fase B (%)
0 90 10
6 10 90
8 10 90
9 90 10
10 90 10
Outros parametros
Fluxo 0,3 ml/min
Temperatura coluna 40° C
Volume de injecéo 2 uL
Tempo de analise 10 minutos
Tempo de equilibrio® 4 minutos

a Agua ultrapura + 0,10 % de acido férmico
b Acentonitrila + 0,10 % de acido férmico
¢ Tempo de equilibrio antes de cada injegédo.

3.2.3. Validacao das metodologias analiticas

Os critérios de avalicdo a serem adotados na validacdo de um método

variam de acordo com as caracteristicas deste e o uso pretendido. Segundo a
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Norma NBR ISO/IEC 17025:2017, validacdo € a confirmacdo por exame e
fornecimento de evidéncias objetivas de que 0s requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos e “A validacdo deve ser tao
abrangente quanto for necesséria para atender as necessidades de uma

determinada aplicagdo ou campo de aplicaggo” 114,

O Documento DOQ-CGCRE-008_09 do Inmetro 119, pautado nos conceitos
da ISO 17025:2017, orienta sobre a validacdo de métodos analiticos e
estabelece quais critérios de desempenho devem ser avaliados de acordo com
o tipo de método (Tabela 7). O Documento mostrou-se adequado para validar os
métodos desenvolvidos neste trabalho, em conjunto com o “Manual de Garantia
da Qualidade Analitica: Areas de Identidade e Qualidade de Alimentos e de

Insumos” do MAPA (16) que o utiliza como referéncia.

Tabela 7. Critérios de avaliacdo para métodos qualitativos e quantitativos,
segundo o INMETRO.

A Tipo de ensaio
Parametros T o
Qualitativo | Quantitativo

Seletividade / especificidade X X
Linearidade / faixa de trabalho /
Faixa linear de trabalho / X
Sensibilidade
Limite de deteccéo (LD) X X
Limite de quantificagéo (LQ) X
Tendéncia / recuperacéo X
Preciséo X
Robustez (*) (*)

(*): Parametro opcional
Fonte: INMETRO (115

Estes critérios estdo sucintamente explicados nas se¢fes 3.2.4 a 3.2.11.
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3.2.4. Limite de deteccéo (LD)

Limite de deteccédo € o menor valor detectavel com confiabilidade em uma
amostra, mas nao necessariamente quantificada. Em cromatografia € comum

utilizar o ruido da linha de base como referéncia (119,

Para métodos qualitativos, o LD é a concentracdo acima da qual se
considera o resultado positivo para a presenca do analito, Para métodos
quantitativos, o LD € a menor concentracdo do analito que produz um pico de

area = a 3 vezes a relagéo sinal/ruido do equipamento 115,
3.2.5. Especificidade / Seletividade

E imprescindivel que um método analitico seja capaz de discriminar a
substancia de interesse de outras substancias semelhantes, como isbmeros,
metabalitos, produtos de degradacdo ou componentes da matriz, que possam
ter a mesma razdo m/z e tempo de retencdo do analito. Para testar a
seletividade/especificidade, analisa-se um numero (n = 20) de amostras brancas
distintas, que sejam representativas para potenciais interferentes e nao
contenham a substancia de interesse. O objetivo € ndo obter nenhum resultado

falso positivo proveniente de alguma interferéncia, como coelui¢do, por exemplo.
3.2.6. Linearidade

Considera-se linear um método que é capaz de produzir resposta
diretamente proporcional a concentracdo do analito. O intervalo onde a
concentracdo do analito é linearmente proporcional aos resultados obtidos na
andlise (faixa linear) permite o calculo da concentracdo de amostras

desconhecidas através da equacao da reta proveniente de uma curva analitica
(117).

A linearidade pode ser evidenciada pelo coeficiente de correlacdo de
Pearson (r), coeficiente de determinacéo (r?) e pela analise dos residuos, que é

a diferenca entre a resposta obtida para cada ponto da curva de calibracdo e o
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valor predito. Os residuos expressos graficamente devem demonstrar
comportamento aleatério em torno dos valores preditos, de forma a néo
apresentar tendéncia na distribuicAo dos dados. Além disso, os residuos

individuais ndo devem ser maiores do que + 20 % (16),
3.2.7. Curva de calibracéo, sensibilidade e faixa de trabalho

A curva analitica ou curva de calibracdo € construida adicionando-se
concentracbes conhecidas de um padréo da substancia de interesse em um
solvente ou em uma matriz branca. Quando a curva de calibracéo € usada para
quantificacdo, deve-se preparar ao menos 4 niveis de concentracao além do zero
(amostra branca). O intervalo dos pontos maximo e minimo da curva delimita a
faixa de trabalho do método, pois € o intervalo no qual verifica-se a relagao linear
entre resposta e concentracdo. A faixa de aplicacdo do método deve estar

compreendida pela faixa de trabalho, preferencialmente no centro desta (116.117).

Aplicando regresséo linear nas concentragbes adicionadas e respostas
obtidas para os pontos da curva, obtém-se uma equacao de reta do tipo:

y=ax+b (Equacéo 1)

Onde “a” € o coeficiente angular, “b” é o coeficiente linear e “y” é a resposta
analitica. Com a equacdo da reta, € possivel interpolar os valores de area de
pico encontrados para as amostras desconhecidas (y) e calcular sua
concentracao (x). O coeficiente angular “a” representa, também, a sensibilidade
do método. Quanto maior for o aumento de area frente a pequenos incrementos

de concentracdo, mais sensivel o método.
3.2.8. Limite de quantificagao (LQ)

O limite de quantificacéo € a menor concentracdo do analito detectavel com
um nivel aceitavel de preciséo e veracidade. O LQ é a menor concentracdo cuja
area do pico é = 10 vezes que a relagao sinal/ruido, e, também, pode ser o

primeiro ponto da curva de calibracdo, onde inicia-se a faixa de trabalho (119,
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3.2.9. Precisao

Testes de repetibilidade e reprodutibilidade avaliam a precisdo do método. A
repetibilidade avalia a concordancia entre resultados de medi¢des sucessivas de
um mesmo analito, obtidas sob as mesmas condi¢ées e num curto espaco de
tempo, como analises realizadas num mesmo dia, pelo mesmo analista, em um

mesmo equipamento (117,
3.2.10. Precisao intermediaria

A precisdo intermediaria ou reprodutibilidade intralaboratorial é a
concordancia entre resultados de medicdes sucessivas de um mesmo analito,
no mesmo laboratério, sob diferentes condi¢cdes de analise. Pode-se variar o
operador, o equipamento, o dia da analise, etc (117,

Outro tipo de estudo de reprodutibilidade muito importante para a avaliacao
da validade de um método é realizado participando de comparactes
interlaboratoriais. Para tal, € necessario participar de programas desse tipo,

organizados por provedores ou laboratérios organizadores.
3.2.11. Recuperacéao

A recuperacao de um método esta ligada a medida da exatidao. Para avaliar
a exatidao, pode-se utilizar materiais de referéncia certificados (MRC), proceder
a comparacao dos resultados do método em desenvolvimento com métodos de
referéncia ou participar de programas interlaboratoriais. Na auséncia destes, €
possivel realizar ensaios de recuperacdo analitica 115117, Nesse caso, varias
replicatas de uma amostra branca sao fortificadas em diferentes niveis (nivel
baixo, médio e alto da faixa de trabalho) e a recuperacgéo € calculada através da

Equacéao 3.

valor médio das replicatas

Recuperacio (%) = x 100 (Equacao 3)

valor predito
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O estudo de recuperacdo pode ser realizado concomitantemente ao de

preciséo.
3.2.12. Validagédo da metodologia qualitativa

O objetivo de um método qualitativo € detectar com seguranca a presenca
do analito dentro de uma faixa de concentracédo estabelecida. Dessa forma, o
meétodo analitico qualitativo atende a fiscalizacdo dos produtos carneos em que
a adicao de proteina de soja € proibida pela legislagéo brasileira, pois somente

a presenca ja caracteriza uma irregularidade.

O estudo qualitativo foi realizado com dois lotes de amostras. Foram
monitorados 3 peptideos da proteina de soja e as agliconas daidzeina, gliciteina
e genisteina. O objetivo de monitorar as agliconas foi avaliar a existéncia de
correlagcdo entre as proteinas e as isoflavonas, que permitisse utilizar as

isoflavonas como marcadores da proteina de soja.

O primeiro lote de amostras, para determinar o limite de detecgdo (LD),
consistiu em 21 replicatas de uma amostra branca de salame; 20 delas
fortificadas com proteina isolada de soja (92,20 % em base seca), para verificar
se o0 analito seria detectado em todas, e 1 via sem adigédo, para observar a
auséncia de picos interferentes de mesmo tempo de retencdo e razdo m/z do

analito na amostra utilizada como branco.

Foi escolhida uma amostra de salame como branco por ser um produto em
que a adicdo de proteina de soja ndo € permitida, além de ser uma matriz

bastante complexa em ingredientes*. A adicdo das amostras fortificadas foi

4 A ideia inicial foi trabalhar com amostras de salsicha e mortadela, por serem produtos de menor
valor agregado e possivelmente mais propensos a fraude. A maioria das otimiza¢des do preparo
de amostra foram realizadas com essas matrizes. Entretanto, a indisponibilidade de salsichas e
mortadelas comerciais sem a presenca de proteina de soja inviabilizou o processo.
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realizada pesando a proteina isolada em po diretamente sobre os 2,00 g de

amostra e misturando mecanicamente para agregar o padrdo a matriz.

O segundo lote, utilizado para estabelecer a especificidade/seletividade, foi
composto por 20 amostras brancas de diferentes matrizes. Essas amostras néo
sofreram nenhum tipo de fortificacdo e o objetivo foi avaliar a eficiéncia do
preparo de amostra na separacao do analito de possiveis componentes da matriz
que seriam capazes de interferir na identificacdo do pico cromatografico de
interesse. O esquema da Figura 12 ilustra o estudo de validacdo do método

qualitativo e suas etapas.

Validagédo de
metodologia
Qualitativa

« 20 amostras
(fortificadas 0,5%)

+ Amostra branca

« 20 amostras
brancas diferentes

* Sem adigdo

» Limite de deteccdo

« Especificidade /
seletividade

Fonte: Autor.

Figura 12. Esquema do procedimento utilizado na validacdo do método

qualitativo para deteccdo de proteina de soja em produtos carneos.

Considerando que as adi¢Oes industriais de derivados de soja em produtos
carneos sao na faixa de porcentagem (em massa) e o objetivo desse trabalho é
aplicar o método em pesquisa de fraude, ndo haveria sentido pratico estabelecer
limites muito baixos. Portanto, foi escolhido como LD um nivel de concentracao

de 0,50 % (m/m). Para ampliar o escopo de aplicacédo do método e utiliza-lo para
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avaliar contaminacao cruzada ao invés de fraude, por exemplo, sera necessario

novo estudo para reduzir o valor do LD.
3.2.13. Métodos de quantificagédo

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um método capaz de
quantificar proteina de soja em produtos carneos e embutidos. Tendo em vista a
legislacao brasileira, inicialmente focou-se em quantificar a proteina de soja em
mortadela e salsicha, que s&o produtos de menor valor agregado e que possuem
adicdo permitida de até 4,0 % de proteinas nao-carneas.

Para trabalhar com padronizacdo externa em amostras complexas que
provocam efeito de matriz, € necessaria uma matriz branca (um produto com as
mesmas caracteristicas da amostra em estudo, mas sem a presenca do analito)
que permita fortificacdo com padrdo de teor conhecido para construir a curva
analitica. E possivel utilizar uma matriz branca diferente da amostra na
construcdo da curva, no entanto, é importante considerar que o efeito de matriz

entre ambas pode causar supressao ou aumento do sinal analitico.

N&o foram encontradas comercialmente salsichas e mortadelas que néo
contivessem algum derivado de proteina de soja nas suas formulacdes. A
alternativa seria fabricar um pequeno lote especial de salsicha ou mortadela
branca. Porém, devido a pandemia de coronavirus, os laboratérios parceiros
dentro da UFRGS que poderiam auxiliar estdo operando remotamente sem
previsdo de retorno. A indUstria parceira, pela mesma razao, esta com acesso e
producdo restritos sem previsdo de normalizacdo das atividades,
impossibilitando a fabricagdo de amostras brancas ou de referéncia nesse

momento.

Outra forma de quantificacdo possivel € o método da adicdo de padrao.
Nessa abordagem, o padrédo é adicionado em diferentes niveis em uma matriz
que ja contenha o analito. E construida uma reta com a concentraco adicionada
de padrdo no eixo x e area obtida pra cada ponto no eixo y. O ponto x = 0

corresponde a amostra sem adicéo e € o primeiro ponto da curva. Ele possui um
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valor y associado, que é a area referente a concentracdo de analito que se
deseja quantificar. Dessa forma, quando y = 0, extrapola-se a reta no eixo X,
encontrando a concentracdo do analito presente na amostra. O exemplo da

Figura 13 ilustra esse método de forma mais clara.

y = ax+b

Concentragao do

analito (x) na amostra

por extrapolagao
(pontoy =0)

\

5 0 1 2 3

Concentracao de padrao adicionada

Area

Fonte: Autor.

Figura 13. Grafico ilustrativo do método de quantificacdo por adicdo de padrao.
Logo, sey = ax + b, no ponto y = 0 temos:

b
X = % (Equacéo 2)

Onde x € a concentracéo de analito na amostra.

O método de adi¢cdo de padrdo minimiza efeitos de matriz que poderiam
existir entre a amostra e a matriz branca utilizada para construir uma curva
analitica por padronizacéo externa. Entretanto, é necessario preparar ao menos
3 pontos de adicdo para cada amostra, 0 que aumenta consideravelmente o
trabalho empregado em uma rotina analitica que lida com bateladas de, no
minimo, 15 amostras. Ainda assim, o método da adicao de padrdo poderia ser
uma alternativa viavel para contornar a falta de amostras brancas de algumas

matrizes, como é o caso da mortadela e da salsicha.
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Ante o exposto, foram avaliados os dois métodos de quantificacao:
padronizacao externa com curva analitica de proteina isolada de soja em linguica
branca e adicdo de padrdo em salsicha e mortadela. Porém, a validacao foi
realizada somente pela padronizacdo externa, como sera debatido

posteriormente na secéo 4.3.
3.2.14. Validagéao de metodologia quantitativa por padronizagéo externa

Para validar um método quantitativo, além da seletividade e do LD, outros
pardmetros de avaliacdo sdo necessarios. Foram avaliados os critérios de
linearidade/faixa de trabalho, sensibilidade, limite de quantificacdo (LQ),
recuperacao, precisdo e precisdo intermediaria, utilizando como amostra branca

uma linguica toscana sem proteina de soja.

O limite maximo permitido (LMP) de adicdo de proteina de origem nao-
carnea em linguicas é de 2,5 % (conforme RTIQ (118 disponivel no anexo ),
portanto, este valor foi estipulado como ponto central da curva de calibragéo. Os
outros pontos definidos foram 0,63, 1,25, 3,75 e 5,00 %, correspondentes aos
niveis 25, 50, 150 e 200 % do limite maximo permitido (LMP), respectivamente.
Dessa forma estipulou-se a faixa de trabalho/linearidade do método e o limite de

quantificacdo corresponde ao primeiro ponto da curva (0,63 %).

A abordagem realizada neste trabalho seguiu as orienta¢des descritas pelo
INMETRO 119, Foi preparada uma curva de calibragdo externa com 6 niveis e
um conjunto de 18 replicatas da mesma amostra (de linguica toscana)
fortificadas com o analito (PIS 92,20 % de teor) nos niveis correspondentes a
0,5, 1,0 e 1,5 vezes o limite maximo permitido, sendo 6 replicatas para cada

nivel.

Para obter a repetibilidade, calculou-se a concentracéo para cada amostra
fortificada, a média das concentracbes, o desvio padrdo e o coeficiente de

variacéo (CV %), de acordo com a Equacao 3.

Desvio padriao

CV (%) =

100 (Equacéo 3)

Média das concentracoes
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A reprodutibilidade intralaboratorial foi avaliada repetindo-se o procedimento
descrito para repetibilidade em 3 dias diferentes, em 2 equipamentos, pelo
mesmo analista. Calculou-se o coeficiente de variagdo para o conjunto das 18
amostras (6 em cada dia), conforme demonstrado na Figura 14. A recuperacéo

foi calculada com o0 mesmo conjunto de dados oriundo dos 3 dias de estudo de

validacéo.

- . _____Nn
| ar nr B
| : DIA 1 (equip. 1) : : DIA 2 (equip. 2) _ : DIA 3 (equip. 2) : |
I ! |
| || *Curva de calibragéo I * Curva de calibracédo | * Curva de calibracé@o [
[ : (6 niveis) : || (6 niveis) L1 (6 niveis) : |
[ | ;' |
| : Amostras fortificadas: : : Amostras fortificadas: : : Amostras fortificadas: : |
| | | *6replicatas 1,25% || | *6replicatas 1,25% || *6replicatas 1,25% | |
' | * 6 replicatas 2,50% | * 6 replicatas 2,50% | | * 6 replicatas 2,50% | '
|1 | *6replicatas 3,75% ||| *6replicatas 3,75% 1| *6replicatas 3,75% X

| || [ 1 |

: | | * Amostra branca 11 * Amostra branca |1 * Amostra branca | :
| __ Repetbildade _ ; __ Repetbiidade ) __ Repetiiidade |
e Precisho intermediéria, Recuperagho 5

Fonte: Autor.

Figura 14. Planejamento experimental de validacdo quantitativa, avaliando a
repetibilidade, precisdo intermediaria e recuperacao.
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4. Resultados e discussao
4.1. Testes de otimizacdo do preparo de amostra

As propostas avaliadas para cada etapa visaram estabelecer procedimentos
rapidos, utilizando insumos de menor custo e menor geracao de residuos, para
viabilidade da sua implementacdo na rotina de controle do LFDA, onde um
elevado numero de amostras de produtos carneos sdo analisadas por batelada
(normalmente entre 10 e 30 amostras). As otimiza¢gOes apresentadas na Figura

10 da secéo 3.1.3 sdo descritas a seguir.
4.1.1. Otimizacdo da extracéo da gordura

A gordura é um grande interferente nos produtos carneos e precisa ser
removida da matriz. Existem diversas maneiras de extrair a gordura, como
cartuchos de extragdo em fase solida (SPE), ou extracdo com liquido
pressurizado (PLE) @9, utilizando solventes tais como etanol, metanol, &gua e
acetona (2119120 O Manual de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos de
Origem Animal @ utiliza a técnica de extracdo de gordura com éter etilico na
analise de carboidratos totais em produtos carneos, que atende ao proposito de
forma rapida e empregando insumos de baixo custo. Portanto, este
procedimento foi avaliado. Alternativamente ao uso do éter etilico, testou-se o

hexano.

A eficiéncia do hexano como solvente para desengordurar amostras de
linguica, mortadela e salsicha mostrou-se inferior ao éter etilico, que apresentou
melhor performance na extracdo e gerou cromatogramas com menos ruido e
melhor resolucdo dos picos®. Quando desengorduradas com hexano, as
amostras também tenderam a se aglutinar, dificultando as etapas posteriores da
marcha analitica. Além disso, a escolha do éter etilico facilitou a remoc¢éao do

5 Cromatogramas ndo apresentados neste trabalho.
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residuo do solvente ao final da extracéo, visto que o ponto de ebulicdo do hexano
€ de 68° C, enquanto o do éter € de 35° C. Portanto, o solvente considerado mais
adequado a remocéo da gordura foi o éter etilico.

4.1.2. Otimizacdo do tampdao de extracdo das proteinas de interesse

Uma das etapas mais importantes de um método shotgun é a extracdo da
proteina de interesse das amostras complexas, pois ela deve ser eficiente para
que se obtenham os peptideos ao final da digestdo. Para extrair a proteina
presente nas amostras utiliza-se um tampao em pH determinado. Na literatura
encontram-se diversas combinacdes, normalmente utilizando tampfes de

agentes caotropicos e pH’s na faixa entre 8,0 e 10,0.

Para estes testes de otimizacao foram utilizadas uma amostra de mortadela
sem toucinho contendo 2 % de proteina de soja® e uma amostra de proteina
isolada de soja (PIS) com teor de proteina de 92,20 % (que foi diretamente
dissolvida nos tampdes, sem a presenca de matriz). Dois tampdes distintos
foram avaliados: tampao ureia-tris-HCl em pH 8,2 e 9,0; e tampédo SDS-2-
mercaptoetanol (SDS-2-ME) em pH 5,27 e 8,0. Ao final do processo foram
avaliadas as areas e a resolucdo dos picos cromatograficos dos peptideos de
interesse como medida da eficiéncia da extracdo com cada um dos tampdes

testados.

As amostras de PIS e mortadela tratadas com tampdo ureia-tris-HCI
resultaram em picos cromatograficos melhor definidos quando comparados aos
resultados obtidos com o tampéo SDS-2-ME. Além disso, a diferenca nas areas

dos picos para os pH'’s 8,2 e 9,0 foi minima.

O tampéo contendo 1 % SDS + 7 % 2-mercaptoetanol ndo apresentou pico
cromatografico para nenhum dos peptideos monitorados na amostra de PIS. Nas

6 Informacéo declarada no rétulo do produto.

7 Resultante da mistura dos reagentes sem nenhum ajuste de pH.
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amostras de mortadela, obtiveram-se picos com boa resolucdo, mas com areas
menores ou equivalentes as amostras extraidas com ureia, conforme mostrado
na Figura 15. Portanto, optou-se por trabalhar com o tamp&o ureia 8,0 M + Tris

50,0 mmol, ajustando-se o pH para 8,2 com HCI 1 mol L.

Mortadela - tampéo UreialpH 8,2 HFLAQSFNTNEDIAEK [Mortadela - tampéo SDS/pH 8,0 HFLAQSFNTNEDIAEK
drea 304323, Height: £.92322, RT: 4.66 min 622.0 /919,4 |Area 1.355e3, Height: 23222, RT: 4.65 min 622.0 / 919.4
000 1000
4. 56
= =]
o wh
g 500 5 500
£ £ 465
0 ; ol . 0 . . _ﬁ\, et
3 4 & 3 4 5 B
Time, min Tirme, min
Mortadela - tampéo Ureia/pH 8,2 EAFGVNMOWVE [Mortadela - tampdo SDS/pH 8,0 EAFGVNMOIVRE
Area 1.240ed, Height: 3.232e3, RT: 4,59 min ) Arear 1.032e4. Height: 245323, AT: 4.89 min )
632.31916.5 632.371916.5
000
2000 469
2 2000 2
£ 1000 &
0 T T ] : ;
3 4 D & 3 4 5 B
Time, roin Time. i
Mortadela - tampdo Ureia/pH 8,2 FYLAGNOEQEFLE |Mortadela - tampdo SDS/pH 8,0 FYLAGNQEQEFLK
Area 1.763e4, Height: 4.228e3, AT: 4.31 min 7930/ 424.2 Area 1.72824, Height 25523, RT: 4.91 min 703.9 | 4242
4000
2000
£ A =
5 20080 i
£ £
1000
0 : 0 - -
3 E 3 4 g

Fonte: Autor.

Figura 15. Cromatogramas relativos as transicbes monitoradas nos trés
peptideos para as amostras de mortadela, extraindo as proteinas com tampéao
ureia-tris-HCl em pH 8,2 e tampéo SDS-2-ME em pH 8,0.

4.1.3. Otimizacdo do processo de extracdo das proteinas de interesse

Altas temperaturas promovem a quebra da estrutura proteica, e alguns
trabalhos utilizam aquecimento na etapa de extracdo das proteinas, com este
objetivo (1967 Também podem ser empregadas etapas consecutivas de

alquilacdo com iodoacetamida (IAA) e reducdo com ditiotreitol (DTT) ), para
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romper as pontes de dissulfeto entre as proteinas, facilitando o acesso da enzima
a cadeia e a digestdo triptica. Entretanto, Hoffmann et al. ?®, monitorando os
mesmo peptideos utilizados neste trabalho, fizeram testes de otimizagéo
avaliando a influéncia das etapas de alquilacdo e reducdo na extracdo das

proteinas e concluiram que ndo houve diferenca significativa.

Os processos de extracdo avaliados nesse trabalho e explanados nas
secoes 4.1.3.1 e 4.1.3.2 foram: i) agitacdo em ultrassom (por 2 e 3 horas); ii)
aguecimento em banho-maria a 90° C (por 1 e 2 horas); iii) agitacdo em
dispersador de alta-performance® seguido de 30 minutos de agitacdo em mesa;
iv) a combinacdo de agitacdo em dispersador de alta-performance seguida de 2

horas de ultrassom.

Os cromatogramas obtidos apds todos os tratamentos foram avaliados e
comparados com relacdo a area e resolucdo dos picos cromatograficos. O
procedimento de extracdo considerado mais eficiente dentre os avaliados foi a

combinacgao do dispersador com o ultrassom.

4.1.3.1. Avaliacdo da etapa de extracdo utilizando ultrassom e

aguecimento
Quatro preparos de amostra com trés matrizes comerciais foram avaliadas:

a) Mortadela (4 % de proteina de soja declarada no rétulo),
b) Linguica cozida (2,5 % de proteina de soja declarada no rétulo)
c) Salsicha Frankfurt, que ndo tem proteina de soja listada nos ingredientes,

mas traz a mensagem “Pode conter soja” no rétulo.

Cada amostra foi pesada em quatro vias e 0 preparo seguiu 0 protocolo

descrito no esquema da Figura 16.

8 Modelo IKA ultra-turrax T18.
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As amostras que foram aquecidas apresentaram tendéncia a gelificar com
facilidade, dificultando a separacdo do extrato, mesmo apoOs centrifugacao
prolongada. Esse efeito foi mais pronunciado quanto maior o tempo de
aquecimento. As amostras que passaram pelo processo de ultrassom, por outro
lado, resultaram em extratos mais limpos e foram separadas facilmente quando

centrifugadas.

Amostras comerciais
contendo proteina de soja:

Mortadela de frango
Linguica cozida
Salsicha “Frankfurt”

v L

ULTRASSOM BANHO-MARIA90°C

v v v A 4

[ 2 horas ] [ 3 horas ] [ 1 hora ] [ 2 horas ]

Fonte: Autor.

Figura 16. Protocolo de preparo dos testes de extracdo das proteinas de soja
em mortadela, linguica e salsicha, comparando os métodos de ultrassom e

banho-maria.

Essa diferengca da pureza dos extratos ficou evidente nos resultados da
CLAE-EM/EM. As amostras aguecidas geraram cromatogramas com muito ruido
e baixa resolucéo dos picos de interesse. Na amostra de salsicha Frankfurt, cujo
teor de proteina de soja € menor do que as outras amostras, algumas transicées
nao puderam ser observadas no preparo com aquecimento. Em contrapartida,
as amostras tratadas com ultrassom resultaram em picos com resolucdo melhor,

pouco ruido e todas as transi¢des de interesse foram detectadas.

Os peptideos EAF e FYL apresentaram maior abundéancia nas transicfes
m/z = 632,3/760,4 e m/z = 793,9/283,1, respectivamente. Uma comparacao dos
resultados desses peptideos entre amostras de mortadela € mostrada na Figura
17, onde em uma amostra as proteinas foram extraidas com 2 horas de

ultrassom e na outra com 2 horas de aquecimento. A Figura 18 apresenta os
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resultados das areas destas transi¢des obtidas para cada amostra nos preparos
em funcédo das transicdes monitoradas. As amostras foram analisadas em uma

via.

Mortadela - ultrassom 2hs
Brea 7.495e5, Height: 1.4955. AT: 5,17 min EAFGVNMOIVRE 632.3 ] 760.4

1eh

Interisity

el - - - ; r . . - -
05 10 15 20 25 30 35 40 45

Time, min

Mortadela - aquecimento 2hs
&rea 71,6994, Height: 2971e3, RT: 5,11 min EAFGVHMQIVR 6323/ 760.4

3000
2000

0o
. s A

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Ten®, min

|rberizdy

Mortadela - ultrassom 2hs
Area; 163320, Heght: 3.205e4, AT: 5.16 min FYLAGNQEQEFLK 793.9/283.1

324
Zed
Ted

Cel . . . . . - . . .
0z 1.0 15 20 25 a0l 35 4.0 45

Time, min

[nberzity

Mortadela - aquecimento 2hs
Area 1.183e4, Height: 23713, AT: 516 min FYLAGNQEQEFLK 793.9/283.1

2000

1000

|rterisity

s 1.0 15 20 25 3.0 15

Tene, min

Fonte: Autor.

Figura 17. Cromatogramas dos peptideos EAF (m/z = 632,3/760,4) e FYL (m/z
= 793,9/283,1) para amostras de mortadela tratadas com ultrassom por 2 horas

e aquecimento em banho-maria a 90° C por 2 horas.

A extracao por ultrassom foi significativamente mais eficiente para todas

as matrizes, com diferengas de area em torno de uma ordem de grandeza
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guando comparadas as amostras aquecidas. Quanto ao tempo, tendo em vista
que as amostras de 2 e 3 horas de ultrassom apresentaram pouca diferenga
entre si pra todas as matrizes testadas®, optou-se por adotar o tempo de 2 horas,

dando celeridade ao processo.

Otimizacdo dotempo e método de extracao

7,0E+5 : HAQUECIMENTO 1 hora

§.0E+5 [ AQUECIMENTO 2 horas
i ULTRASSOM 2 horas

5.06+5 | = ULTRASSOM 3 horas

4.0E+5 [

30E+5 f

20E+5 [

10E+5 [ I I

0.0e+0 u I _———

EAFGVNMQIVR | FYLAGNQEQEFLK | EAFGVMMQINR | FYLAGMQEQEFLK | EAFGVNMQIVR | FYLAGNOEQEFLK
miz=632 3/760,4 | miz=7939/2831 | miz=6323/7604 | mz=7939/2831 | mz=6323/7604 | miz=7939/2831
Linguica Mortadela Salsicha

Area

Fonte: Autor.

Figura 18. Areas obtidas comparando ultrassom e aquecimento como método
de extracdo, em diferentes tempos, para amostras de linguica, mortadela e

salsicha.
4.1.3.2. Avaliacao da etapa de extracdo com ultrassom e dispersador

Para comparar a eficiéncia de extracdo do ultrassom e do dispersador, 0s
dois processos foram avaliados em conjunto e separadamente. Para este
estudo, foram utilizadas amostras de mortadela sem toucinho (contendo em
torno de 2,00 % de proteina de soja), amostra de PIS (teor 92,20 % em base
seca) dissolvida em tamp&do sem a presenca de matriz, e uma amostra da

mortadela adicionada com a mesma massa de PIS da amostra sem matriz (x

9 A diferenca percentual entre as areas dos picos resultantes dos preparos com ultrassom de 2
e 3 horas foi de 11,1 % para a amostra de salsicha, 0,3 % para a mortadela e 8,6 % para a
linguica.
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0,020 g, equivalente a 1,0 % m/m). As amostras foram analisadas em triplicata

de preparo. A Figura 19 ilustra o processo.

Em ambos os métodos observaram-se picos para todos os peptideos
monitorados e suas transi¢des. O peptideo EAF apresentou &reas mais intensas
na transicdo m/z = 632,3/760,4, seguido do peptideo FYL na transicdo m/z =
793,9/283,1 (Figura 19).

Mortadela
Mortadela + 1% de PIS (m/m)
PIS em tampéo

h A

A A

ULTRASSOM ULTRA'_I'URRAX
2 horas 1 minuto
+ 30 min. agitagdo em

mesa (250 rpm)

Fonte: Autor.

Figura 19. Protocolo de preparo dos testes de extracdo das proteinas de soja
em mortadela, mortadela fortificada e PIS, comparando os métodos de ultrassom

e agitacdo em dispersador.

A amostra de PIS em tampao apresentou picos com areas mais intensas
na extracdo com dispersador. Entretanto, as amostras de mortadela e mortadela
fortificada tiveram picos mais intensos no preparo com ultrassom, como mostra
a Figura 20. Esse efeito é decorrente da disponibilidade da proteina no meio. O
dispersador apresentou melhor desempenho na auséncia de matriz, que néo é
0 caso real das amostras de rotina. Portanto, o processo com ultrassom foi

considerado mais eficaz para extrair as proteinas das amostras.
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Otimizacédo do processo de extracdo das proteinas
Ultrassom x Dispersador

700000 m Ultrassom

600000 m Dispersador 550183

500000
401317

Area

400000 315817

300000

215000 190250

200000 150050

100761
100000

0

Mortadela PIS Mortadela Mortadela

fortificada 1% fortificada 1%

EAFGVNMQIVR (m/z = 632,3/760,4) FYLAGNQEQEFLK (m/z =793,9/283,1) ‘

Mortadela

Fonte: Autor.

Figura 20. Areas médias e desvios obtidos para os peptideos EAF (m/z =
632,3/760,4) e FYL (m/z = 793,9/283,1) comparando os métodos de extracéo
com ultrassom e dispersador, para amostras de mortadela, mortadela fortificada

e PIS, analisadas em triplicata.

Porém, para algumas matrizes, como linguica e mortadela, observou-se que
a amostra apresentou tendéncia a se aglomerar formando grumos,
principalmente apds a adicdo da proteina de soja (nas amostras fortificadas) e a
etapa de extracdo da gordura com solvente. Nestes casos, a agitagcdo somente
com voértex posteriormente a adicdo da solucdo tampéo ndo foi capaz de
promover a devida dispersdo da amostra em solugéo, e os grumos também néo
foram desfeitos apds transcorrido o tempo de ultrassom. Se a amostra ndo for
homogeneamente dispersa na solugcdo tampdo a etapa de extracdo fica
comprometida, pois a proteina de soja presente na amostra pode ficar

“encapsulada” nos grumos e inacessivel a acdo do tampao.

Devido a essa dificuldade experimental, optou-se por utilizar o dispersador
como tratamento anterior ao ultrassom, combinando os beneficios observados

em ambos. Dessa forma, o primeiro promove a homogeneizagédo eficaz da
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amostra na solucdo tampéao, quebrando os grumos formados e potencializando

a eficiéncia da extragcédo na etapa de ultrassom.

A diferenca da inclusédo da etapa de homogeneizacdo com dspersador fica
evidente no gréfico da Figura 21, onde uma curva de calibragc&o de linguica com
PIS (92,20 %) foi preparada com dispersador + ultrassom e somente com
ultrassom, para efeitos de comparacdo. Os resultados demonstrados sé&o
oriundos da média das triplicatas para cada ponto de adicdo. O preparo
combinando dispersador e ultrassom apresentou comportamento linear e

sensibilidade muito melhores que o tratamento somente com ultrassom.
Curva de calibragao P15 em linguiga branca
FYL (m/z=793,9/283,1)

® ULTRASS0OM v =160411x-25380 -

® ULTRASSOM + ULTRATURRAX

Area

J

I

L]

(]

F

[#§]

I

o B T T T . . i . .
-100000 0,5 1 15 2 25 3 35 4 45 5

Concentracdo (%)
Fonte: Autor.

Figura 21. Resultados de uma curva de calibracdo de linguica com PIS para o
peptideo FYL (m/z = 793,9/283,1) comparando 0s preparos de amostra somente

com ultrassom e combinando dispersador (ultra-turrax T18) e ultrassom.
4.1.4. Otimizacdo do volume de extrato e tempo de digestédo

Foram otimizados o tempo de digestdo com tripsina e o volume do extrato
de amostra a ser digerido. Alguns trabalhos utilizam digestdo overnight, de 12 a
18 horas. Porém, tais métodos fazem deteccédo de varios alérgenos em uma

mesma corrida, optando por um tempo mais longo devido as diferencas na

78



guebra das proteinas de origens distintas. Métodos de screening de peptideos
marcadores também costumam utilizar digestdo overnight, visando produzir um
namero maior de fragmentos peptidicos para posterior caracterizagdo dos

mesmos (2:6:78.107)

Uma vez definidos os peptideos que serdo monitorados, a proxima etapa
consiste em estabelecer um preparo de amostra que otimize a formacéo destes.
Hoffmann et al. 9 desenvolveram um método capaz de detectar proteinas de
soja, ervilha e tremoco em produtos carneos. Apesar de ser um meétodo
multialergénico, foram feitos testes verificando a resposta de cada uma destas
proteinas para diferentes tempos de digestéo e obtiveram-se boas respostas dos

trés peptideos marcadores de proteina de soja com apenas 3 horas de digestao.

Por essa razéo, neste trabalho primeiramente foi efetuado um teste em uma
proteina isolada e uma proteina desengordurada de soja, comparando as areas
do peptideo FYL (transicdo m/z = 793,9/283,1) obtidas com 3 e 17 horas de
digestao triptica a 37° C e os volumes de 100 e 200 pL de extrato utilizado para

digestao.

Foram analisadas proteinas puras para nao haver influéncia da etapa de
extracdo nos resultados, apresentados na Figura 22. Para melhor visualizagéo,
foram utilizadas as areas médias das duplicatas analisadas, normalizadas em
relacdo a mais alta. Observou-se que utilizando volume de 200 pL os picos foram
mais intensos. Quanto ao tempo, a digestédo de 3 horas teve melhor resposta de

area e resolucao dos picos cromatograficos.
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Otimizacédo volume de amostra e tempo de digestéo

100,0%

38,8%

100,0% 63,4%
90.0%
80.0%
28'822‘3 28,6%
' 0,
30.0% 14,2%
20.0% 1.8% 8%
10,0% 17 horas

' 3 horas
0,0%
100 pL 200 pL 100 pL 200 pL

Proteina isolada Proteina desengordurada

Area proporcional

Volume de amostra

Fonte: Autor.

Figura 22. Resultados das areas médias normalizadas obtidas comparando os
volumes 100 e 200 pL de extrato de amostra e 3 e 17 horas de digestao triptica,
para o peptideo FYL (m/z = 793,9/283,1) nas amostras de proteina isolada de

soja e proteina desengordurada de soja.

Posteriormente, foram realizados testes em duas proteinas isoladas e uma
proteina concentrada de soja, desta vez comparando os tempos de 1 e 3 horas
de digestao triptica, a fim de avaliar a possibilidade de uma reducéo de tempo
ainda maior. Para todas as amostras avaliadas, o tempo de digestado de 1 hora
apresentou areas mais intensas, indicando que a digestao foi mais eficiente.
Portanto, este tempo foi adotado para o desenvolvimento do método. As
amostras foram analisadas em uma Unica via e os resultados sao apresentados

no gréfico da Figura 23.
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Otimizacédo do tempo de digestdo (1H x 3H)

6,0E+5 : m 3 horas

C m1 hora
5,0E+5 [

4,0E+5 |

Area

3,0E+5 |
2,0E+5 |

1,0E+5 |

0,0E+0 ©C

Proteina isolada 1 Proteina isolada 2  Proteina concentrada

Fonte: Autor.

Figura 23. Comparacao das areas obtidas apés 1 e 3 horas de digestao triptica,
para o peptideo FYL (m/z = 793,9/283,1), nas amostras de proteina isolada e

proteina concentrada de soja.
4.1.5. Otimizacdo do volume de solugéo de tripsina

Concomitante a otimizacao do tempo de extracdo, foram realizados testes
para definir a quantidade da solucdo de tripsina, avaliando a resposta de area

dos peptideos para varios volumes da solucéo 1,0 mg mL* da enzima.

O primeiro teste!? foi realizado com 4, 10, 20 e 40 pL de solucéo de tripsina,
utilizando como matriz amostras de linguica e mortadela, e somente o volume de
40 pL apresentou resposta para ambas. Posteriormente, foi realizado um
segundo teste com 40, 50 e 100 pL de tripsina em amostras de linguica,
mortadela e salsicha. As médias das areas obtidas séo apresentadas no gréafico
da Figura 24.

10 Resultados ndo apresentados neste trabalho.
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Otimizacédo do volume da solucao de tripsina

6,0E+05 -
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m EAF (m/z = 632,3/760,4)
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3,0E+05 -
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0,0E+00 -

40Pl | 50 pL 100 pL| 40 L | 50 uL | 100 pL| 40 uL | 50 L | 100 pL

Linguica Mortadela Salsicha

Volume de solugdo de tripsina utilizado na digestao

Fonte: Autor.

Figura 24. Médias das areas das duplicatas obtidas utilizando 40, 50 e 100 pL
de volume de solucéo de tripsina 1,0 mg mL?, na etapa de digestéo triptica em
amostras de mortadela, salsicha e linguica, para os peptideos EAF (m/z =
632,3/760,4) e FYL (m/z = 793,9/283,1) .

De forma geral, observou-se que as duas transi¢cdes mais intensas (EAF m/z
=632,3/760,4 e FYL m/z = 793,9/283,1) tiveram seus piores resultados com 100
UL de solucdo. Para a amostra de salsicha, néo foi detectado pico do peptideo
EAF com 100 pL. O melhor desempenho de digestdo foi obtido com 50 pL de
solucéo de tripsina, correspondente a uma proporcao de 1:4 com relacdo ao

volume de extrato da amostra utilizado no ensaio (200 pL).
4.2. Metodologia qualitativa

A validagdo da metodologia qualitativa foi realizada conforme descrito na
secdo 3.2.12, avaliando especificidade e limite de deteccao. No lote 1, utilizou-
se uma amostra de salame como branco para realizar a analise em 20 replicatas
(amostras 1 - 20) fortificadas no nivel 0,50 % (m/m). Uma proteina isolada de
soja comercial, com teor determinado em 92,20 % em base seca, foi utilizada

para adicao.
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O lote 2 foi composto de 20 amostras brancas (amostras A - T) de diferentes
matrizes carneas, contemplando variados teores de proteina animal, gordura e
carboidratos. As amostras foram preparadas conforme o protocolo descrito na
Figura 11, secéo 3.1.3. Foi preparada também uma amostra da proteina isolada
de soja (solucdo 1,0 mg mL?t) para confirmacdo dos tempos de retencdo e
avaliacdo dos efeitos de matriz. O cromatograma da proteina pura é mostrado
na Figura 25. Os picos em 4,72 e 5,10 minutos referem-se aos peptideos,

enguanto os picos em 6,15 e 6,66 sdo das agliconas.

8 0ef ] PROTEINA ISOLADA DE SOJA 6.66

7.0e5]
6.0e5] 6.15

5.0e5]

sda "AIsuau|

4.0eb
] 510 W
3.0e5 ‘

1.0e51 |I |
41 AN

000510 16 20 25 30 354045 50 55 6065 707568085690 956100

Time, min

2.0e51

Fonte: Autor.

Figura 25. Cromatograma obtido para a proteina isolada de soja (1,0 mg mL™%).

As agliconas apresentaram grande sensibilidade, com areas aproximando-
se de 2,0 x 10° na proteina isolada de soja. O peptideo EAF foi o que apresentou
picos de maior intensidade, na transicdo m/z = 632,3/760,4 com tempo de
retencdo entre 5,07 a 5,09 minutos. Por essa razdo, foi escolhido como
qualificador e a confirmacao da identificacéo deu-se pela segunda transicao mais
intensa, m/z = 632,3/916,5. Na Figura 26 € apresentado o cromatograma de uma

amostra fortificada (amostra 14).
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Figura 26. Cromatograma obtido para a amostra “14” de salame fortificada com

0,50 % (m/m) de proteina isolada de soja.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. Foram observados alguns

picos de componentes da matriz, mas que nao afetaram a resolucao dos picos

de interesse, e o limite de deteccéo foi validado em 0,50 %. Os mesmos tempos

de retencdo para as transicbes m/z = 632,3/760,4 e m/z = 632,3/916,5 do

peptideo EAF podem ser observados na amostra de proteina isolada de soja e

nas amostras fortificadas (Figura 27).
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Figura 27. Cromatogramas das transicbes m/z = 632,3/760,4 e m/z =
632,3/916,5 correspondentes ao peptideo EAF, obtidos para a) solucdo de
proteina isolada de soja 1,0 mg mLt; b) Amostra fortificada “14”, que apresentou
pico com relacao sinal-ruido de 17,7.

As 20 amostras denominadas “brancas” nao apresentaram picos nos tempos
de retencdo monitorados dos peptideos de interesse, confirmando a
especificidade da metodologia. Porém, trés amostras (F, M e O) detectaram as
agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina, provavelmente devido a presenca

de algum condimento ou tempero contendo outro vegetal.
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Como abordado na secdo 2.1.1.1, a soja € a maior fonte natural de
isoflavonas, mas ndo a Unica. Por essa razdo, verificou-se que monitorar
isoladamente as isoflavonas realmente ndo fornece um resultado confiavel para
identificar a presenca de soja. Da mesma forma, devido as diferencas oriundas
do processamento dos derivados de soja discutidas anteriormente, nao foi
possivel estabelecer uma correlacdo matemdaica entre as areas das isoflavonas

e proteinas nos derivados de soja utilizados ou nas amostras.

A Figura 28 apresenta os cromatogramas da amostra F nos tempos de
retencdo das agliconas. Dados mais detalhados dos resultados obtidos no
método qualitativo sdo apresentados no Anexo |l deste trabalho.
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Figura 28. Cromatogramas das agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina para

a amostra branca "F".

4.3. Metodologia quantitativa

4.3.1. Ajustes no preparo de amostra

O preparo de amostra oriundo das otimiza¢des descritas na secédo 4.1 é

aplicavel para ensaio qualitativo e amostras que contenham baixo teor de

proteina de soja. Porém, ao utilizar o volume de extrato definido anteriormente
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para construir curvas analiticas com teores de proteina mais elevados, observou-
se uma reducao das areas dos picos cromatograficos acompanhando o aumento
da concentracdo dos pontos da curva. Um exemplo desse comportamento é
apresentado na Figura 29, de uma curva analitica preparada em linguica branca

com adicBes de 1,0 a 5,0 % (m/m) de proteina isolada de soja.

Curva em linguiga branca

8,0E+5
7,0E+5
6,0E+5
5,0E+5
4,0E+5
3,0E+5
2,0E+5
1,0E+5
0,0E+0

0 1 2 3 4 5

Concentragdo (%)

Area

Fonte: Autor.

Figura 29. Curva de calibracdo em linguica branca com adicdo de proteina

isolada de soja, com 200 pL de extrato.

Um fator que exerce grande influéncia na eficiéncia da digestdo é a razdo
entre a quantidade de amostra e quantidade de enzima tripsina. Ao trabalhar
com amostras muito concentradas, a quantidade de tripsina utilizada para o
método qualitativo pode néo ser suficiente para promover a quebra das proteinas
de forma eficaz, prejudicando os resultados. Porém, tripsina em excesso no meio
pode promover autolise, processo em que a enzima passa a digerir ela mesma
em competicdo com as proteinas de interesse, 0 que também compromete a

eficiéncia da digestao.

Portanto, novas otimizacdes para alguns parametros foram necessarias, a
fim de ajustar o método para operar com concentracfes mais altas de proteina
de soja. Duas abordagens foram avaliadas: realizar uma diluicdo prévia das
amostras com agua ultrapura (visando diluir também o efeito da matriz e ndo
somente do analito), e utilizar um volume menor de extrato centrifugado na

digestao, anteriormente estipulado em 200 pL.
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4.3.2. Testes com diluicdo do extrato

Devido a limitacdo de solubilidade da proteina de soja no tampao de
trabalho, ndo foi possivel preparar uma solu¢do padrdo de proteina em uma
concentracéo alta o suficiente que permitisse obter pontos com concentragcao em
porcentagem através de adicdo volumétrica de solugdo padrdo. A alternativa
encontrada foi pesar diretamente a proteina de soja em po sobre a amostra ja
aliquotada e misturar mecanicamente os sélidos até agregacédo. Todos os pontos
das curvas analiticas e amostras fortificadas deste trabalho foram preparados

desta forma.

Foram preparadas duas curvas analiticas com 7 pontos, sendo uma em
linguica branca e uma em salame, contemplando concentracdes até 5,0 % de
adicdo de proteina de soja. Na etapa anterior a digestao, os extratos da curva
em linguica foram diluidos 5 e 10 vezes, e os da curva em salame foram diluidos
10 vezes. Posteriormente, 200 puL dos extratos diluidos foram aliquotados e
levados a digestdo com 50 pL de solucdo de tripsina 1,0 mg mL™*. O processo

esta ilustrado no esquema da Figura 30.

Diluigao 5 ou 10x
do extrato em agua

-

| extrato diluido

Curva em salame
Curva em lingui¢ca
7 pontos de adigao:
0,05/1,2,3,4e5%

Digestao com 50
WL de solugdo de
tripsina 1 mg mL

Aliquota 200 pL

.
L

Fonte: Autor.

Figura 30. Representacdo esquematica da etapa de diluicdo prévia a digestao,

realizada em curvas de linguica e salame com adicéo de PIS.

A curva em linguica apresentou boa resposta em ambas diluicbes para o
peptideo FYL (m/z = 793,9/283,1), na faixa de 0,5 a 5,0 %, conforme mostram
os graficos da Figura 31. O ponto 2,0 % foi excluido para melhor ajuste da

linearidade da curva.
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Figura 31. Curvas de calibracdo preparadas em linguica branca e proteina

isolada de soja, com diluicdo dos extratos pré-digestdo, em 5 e 10 vezes.

O peptideo EAF praticamente néo foi observado com diluicdo de 10x e na

diluicho de 5x formou picos de pouca intensidade que nado apresentaram

comportamento linear. A Figura 32 apresenta dois cromatogramas obtidos para

0 peptideo EAF na transicdo m/z =

Linguiga 2% - dil. 5x

632,3/760,4.
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Area 6.953e3, Height: 1.346e3, RT: 499 min

1000
2
2
L]
z 500
0 v AR ; . ; . v
05 10 15 20 25 30 35 40
Time, min
salame 2% - dil. 10x EAFGVNMQIVR 632.2/760.4
Area N/A, Height: N/, BRT: N/A min
1000
2>
£ 500
=
0 A . Ao
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time, min

Fonte: Autor.

Figura 32. Cromatogramas obtidos para o peptideo EAF (m/z = 632,3/760,4) no

ponto de concetracdo 2,0 %, na curva em linguica com diluicdo de 5x e na curva

em salame com diluicdo de 10x.
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A diluicdo de 10x na curva em salame provocou a precipitacdo das
proteinas, mesmo com a 4gua ultrapura ajustada no pH da soluc¢édo tampéao de
trabalho. De fato, como abordado na sec¢éo 2.1, as proteinas da soja possuem
solubilidade limitada em agua. Para confirmar que o precipitado continha as
proteinas de interesse, as amostras diluidas foram centrifugadas e o
sobrenadante foi analisado. Nenhuma das amostras centrifugadas gerou picos
para os peptideos monitorados (Figura 33).
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05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time, min
Salame 2% dil. 10X e centrifugado FYLAGNQEGEFLK
Area NAA, Height NAS, BT: MAA min 793.9 /4242
10000
=
B 5000
=

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time, min
Fonte: Autor.

Figura 33. Cromatogramas do peptideo FYL (m/z = 793,9/424,2) antes e apés

centrifugacdo nas amostras da curva em salame com 10x de diluicdo que
apresentaram precipitacao.

Diluir a amostra foi eficaz para minimizar o efeito de saturacéo e possibilitou
a construcédo de curvas de calibracédo de 0,5 a 5,0 % com boa linearidade e r? de
aproximadamente 0,99. Porém, pode promover a precipitacdo das proteinas de
interesse e o peptideo EAF, normalmente o mais intenso, ndo apresentou boa
resposta frente a diluico. Além disso, trabalhar com diluicdo significa
acrescentar uma etapa a mais em um processo ja extenso, o que dificulta a

adaptacdo do método a uma rotina analitica executavel em dois turnos.
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4.3.3. Testes com reducgéo do volume de extrato digerido

Preparou-se uma curva analitica em linguica com concentracdes de 0,99 a
5,55 % de proteina isolada de soja (m/m), para comparacdo das respostas
obtidas utilizando 100 e 200 yL de extrato. As concentracdes adicionadas foram

corrigidas com o teor da proteina isolada em base seca (92,20 %).

O peptideo FYL na transicAdo m/z = 793,9/283,1 apresentou picos
cromatograficos mais intensos e melhor linearidade. Digerindo 200 uL de extrato,
as areas comecaram a decrescer no ponto correspondente a concentracéo de
2,62 %. A Tabela 8 apresenta os dados experimentais obtidos, sendo que o0s
valores em vermelho mostram os pontos de valor decrescente. Com 100 pL de
extrato, foi possivel construir uma curva até 3,72 % de concentracédo, com r? =

0,9826, como mostra a Figura 34.

Tabela 8. Dados das &reas para a curva de calibracdo de proteina isolada de
soja em linguica, peptideo FYL (transicdo m/z = 793,9/283,1), utilizando 100 e

200 pL de extrato na digestdo com tripsina.

Concentracéo

Ponto adicionada (%)

100 iL 200 pL

0 0 0 0

1 0,99 71620 161100
2 1,97 151200 319700
3 2,62 250600 198500
4 3,72 370900 67480
5 4,64 356500 16870
6 5,55 378900 31040
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Curva em linguica (100 uL de extrato)
4,0E+5

y = 100990x - 19039 °
2 _
3,0E45 R? = 0,9826
"’...
o 2,0E+5
g °
<L 1 0E+5
@
0,0E+0 @
0 1 2 3 4

-1,0E45 .
Concentragdo (%)

Fonte: Autor.

Figura 34. Curva de calibragdo de proteina isolada de soja em linguica,
utilizando 100 pL de extrato na digestdo com tripsina, para o peptideo FYL
(transicdo m/z = 793,9/283,1).

Os resultados obtidos com 100 pL de extrato apresentaram a possibilidade
de reduzir ainda mais o volume aliquotado, visando atingir concentracdes

maiores sem perder a resposta linear.

Com o intuito de observar o comportamento de amostras que ja continham
proteina de soja, foram testadas uma mortadela sem toucinho e uma salsicha
“hot dog” com o método da adicdo de padréo, utilizando os volumes 50, 100 e
200 uL de extrato de amostra na digestao triptica. A curva analitica foi construida
com 5 pontos de adicdo (1,0 a 5,0 %) e as amostras sem adicdo foram

preparadas em quintuplicata.

As amostras de mortadela e salsicha utilizadas nestes experimentos foram
cedidas em parceria pela Companhia Minuano de Alimentos, juntamente com
amostras da matéria-prima de soja utilizada na fabricacédo (proteina texturizada
de soja e proteina concentrada de soja). Dessa forma, foi possivel analisar a
umidade (por gravimetria) e a proteina (por Kjeldahl) das matérias-primas,
estabelecer o teor de proteina em base seca e a concentracdo de proteina de

soja adicionada nos produtos, como apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9. Concentracdo calculada de proteina de soja nas amostras de
mortadela e salsicha, considerando os teores de proteina em base seca das

matérias-primas utilizadas.

Mortadela Salsicha Salsicha Mortadela
s/toucinho Golden Hot Dog Bolognha

Total lote (Kg) 3200,00 2807,00 3718,00 600,00
Total PTS? adicionado (Kg) 128,00 84,21 148,72 9,00
Total PCSP adicionado (Kg) - - - 6,00
Concentracédo de PS¢ na amostra (%) 2,01 1,51 2,01 1,47

2 Proteina texturizada de soja, com teor em base seca de 50,21 %
b Proteina concentrada de soja, proteina concentrada de soja, com teor em base seca de 71,21 %
¢ Proteina de soja

As amostras com 200 L de extrato apresentaram tendéncia decrescente ja
no segundo ponto de adi¢cdo, como previsto. Em contrapartida, as amostras com
50 L de extrato permitiram a construcéo de curvas de até 5,0 % de adicéo de

proteina de soja. Os dados obtidos estdo compilados na Tabela 10 abaixo.

Tabela 10. Dados de area obtidos para as amostras de mortadela e salsicha com
adicdo de padrao, volumes 50, 100 e 200 uL de extrato digerido, peptideo FYL
(transicdo m/z = 793,9/283,1).

Area
Amostra 50 pL 100 uL 200 pL
Mortadela s/ adicdo (média) 25938 21285 51558
Mortadela 1,0 % 66580 79050 121400
Mortadela 2,0 % 92600 113700 50680
Mortadela 3,0 % 128300 173100 40360
Mortadela 4,0 % 200500 164500 17310
Mortadela 5,0 % 262900 120500 8766
Salsicha s/ adicdo (média) 22592 42408 61250
Salsicha 1,0 % 68310 114200 68240
Salsicha 2,0 % 139700 153000 13170
Salsicha 3,0 % 201800 147100 9572
Salsicha 4,0 % 215800 71450 6695
Salsicha 5,0 % 241300 51710 6076
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No método por adicdo de padrédo cada amostra gera um grafico diferente,
visto que ela é considerada como ponto zero da curva e entra na regressao linear
junto aos pontos fortificados. A Figura 35 apresenta os graficos obtidos para as
curvas resultantes das amostras de mortadela sem toucinho e salsicha hot dog,
considerando como ponto zero a média obtida para as quintuplicatas analisadas
das amostras sem adicdo. O ponto 3,0 % foi retirado para melhor ajuste das
retas. Os valores de r? obtidos foram 0,9832 (mortadela) e 0,9822 (salsicha).

a) Mortadela com adigao de padrao
3,0E+5
y = 50242x + 13468
2,5E+5 R*=0,9852
2,0E+5
[}
@ 15E+5
e
1,0E+5
5,0E+4
0,0E+0
0 1 2 3 4 5

Concentracdo adicionada (%)

b) Salsicha com adicio de padrao
3,00E+05 ,
y = 45899x + 30997
2,50E+05 R*= 1010822
2,00E+05
]
¢ 150E+05
el
1,00E+05
5,00E+04
0,00E+00
0 1 2 3 4 5

Concentracdo adicionada (%)
Fonte: Autor.

Figura 35. Curvas analiticas para a adicdo de padrao, peptideo FYL transicao
m/z = 793,9/283,1. a) Em amostra de mortadela sem toucinho, com 50 pL de
extrato digerido. b) Em amostra de salsicha hot dog, com 50 pyL de extrato

digerido.
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Dessa forma, ficou evidenciado que digerindo 50 pL de extrato ao invés de
200 pL é possivel obter respostas lineares em maiores faixas de concentracao
de proteina de soja, sem que seja necessario incluir novas etapas no protocolo

de preparo de amostra.

Porém, ao trabalhar com uma aliquota de 50 pL de extrato de amostra e 50
uL de solucéo de tripsina, altera-se a propor¢cao anteriormente estabelecida de
4:1 para 1:1. Nessas condicfes de preparo, o peptideo mais intenso é o FYL na
transicdo m/z = 793,9/283,1.

Por fim, foi avaliada uma curva analitica de linguica branca adicionada de
PIS, para verificar as respostas dos dois peptideos mais intensos. Utilizando 50
HL de extrato de amostra, comparou-se 0s volumes 12, 20 e 50 pL de tripsina,
visando adequar a proporcdo, caso necessario. A Figura 36 apresenta 0s
graficos com as retas obtidas e suas equacdes, enquanto a Tabela 11 compila
os valores de area obtidos. Os valores de area em vermelho indicam

comportamento divergente a tendéncia linear crescente da concentragédo de PIS.
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a) EAFGVNMQIVR (m/z = 632,3/760,4)
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b) FYLAGHNQEQEFLK (m/fz=T793,9/283,1)
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Fonte: Autor.
Figura 36. Curvas de calibrac&o de linguica branca com adicdo de PIS, utilizando

12, 20 e 50 pL de solucao de tripsina, para os peptideos: a) EAF na transicao
m/z = 632,3/760,4 e b) FYL na transicdo m/z = 793,9/283,1.

Tabela 11. Areas obtidas para os peptideos EAF na transi¢cdo m/z = 632,3/760,4
e FYL na transicdo m/z = 793,9/283,1 em curva de linguica branca com PIS

digerida com 12, 20 e 50 L de solucéo de tripsina.

EAFGVNMQIVR FYLAGNQEQEFLK

Concentracdo (%) 12 puL 20 uL 50 uL 12 pL 20 uL 50 uL
0,00 0 0 0 0 0 0
0,62 46370 9104 0 16890 9335 19750
1,26 108700 25750 19700 | 55050 22610 58300
2,44 219700 114900 111800 | 74230 67320 171900
3,60 22210 176800 274400 | 3561 101100 288700
4,73 6737 175800 353200 | 2716 98580 336300
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Para os dois peptideos monitorados neste teste, 12 uL de solucédo de
tripsina 1,0 mg mL? foram insuficientes para promover a digestdo de
concentracbes superiores a 2,44 % de proteina de soja. Ja com 20 pL, foi
possivel digerir até o ponto 3,60 %. Somente com 50 pL de solucéo de tripsina

foi possivel digerir concentracdes acima de 4,50 %.

A razdo entre as quantidades de tripsina e extrato da amostra determina
qual peptideo serd o mais intenso. Utilizando 12 pL de solugdo de tripsina
(proporcéo 1:4) tem-se o EAF duas vezes mais intenso que o FYL. A partir de 20
uL (proporcdo de aproximadamente 1:2), entretanto, ambos apresentam

intensidades semelhantes.

A resposta do peptideo EAF apresentou grande variagdo com a mudanca
da quantidade de enzima envolvida na digestdo. O comportamento foi linear e
com boa sensibilidade na faixa até 2,44 % de adic&o para 12 pL de solucéo de
tripsina. Porém, a partir dessa concentracao a digestéao perdeu a eficiéncia, como
observa-se pelo decréscimo das areas. Em contrapartida, com 50 uL de solucéo
de tripsina o primeiro ponto de adicdo (0,62 %) ndo apresentou resposta e

somente de 2,44 % em diante observa-se tendéncia linear.

O peptideo FYL apresentou comportamento linear satisfatério com 50 uL de
solucédo de tripsina, compreendeu a maior faixa de aplicacdo sem perder a
linearidade (r? = 0,9823) e com boa sensibilidade. Por essa razdo, mostrou-se o
mais adequado para atender as condi¢des de aplicacdo deste trabalho.

A faixa de 0,62 a 4,73 % compreende uma variacdo bastante grande de
quantidade de analito. Avaliando os resultados, entende-se que o ideal &
adequar a quantidade de solucéao de tripsina de acordo com o uso pretendido.
Pode-se utilizar uma razéo 1:4 de tripsina/amostra trabalhando em faixas mais
estreitas e concentracdes menores (até 2,50 %), e, em ocasides em que seja
necessaria uma faixa ampla de varredura ou concentracoes altas, pode-se optar

por trabalhar com uma proporgéo de 1:1.
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Tanto o peptideo EAF (m/z =632,3/760,4) quanto o FYL (m/z =793,9/283,1)
podem ser utilizados para quantificacdo, a depender da aplicacao pretendida. As
condicbes e concentragOes de trabalho irdo definir o mais intenso e mais

adequado em cada caso.

4.3.4. Quantificacdo por adicdo de padrao

Otimizadas as condi¢cdes de trabalho para concentracbes mais altas de
analito, as amostras de mortadela sem toucinho, mortadela Bologna, salsicha
Hot dog e salsicha Golden foram quantificadas com o método de adicdo de
padrdo. Os resultados foram calculados com os valores da inclinacdo e
intercepcdo das retas obtidas para cada amostra, conforme a Equacdo 2,

apresentada na secao 3.2.13.

O valor tedrico maximo de proteina de soja nestas amostras seria 2,01 %
(descrito na Tabela 9), portanto, as curvas foram encurtadas para 3 a 4 pontos,
na faixa de 0,50 a 1,50 %. As amostras sem adicao (referentes ao ponto zero da
curva) foram preparadas em quintuplicata, e os valores suspeitos foram
avaliados pelo teste de Grubbs para outliers. As Tabelas 14 a 17 do Anexo llI

mostram os dados brutos e tratamentos realizados para esses ensaios.

Conforme abordado na secdo 2.2.3, uma das maiores dificuldades em
quantificar a proteina de soja existente na amostra € a diferenca de capacidade
de extracdo que existe entre a proteina que foi adicionada durante a producao
(incurred) e a proteina adicionada no laboratério, que nédo passa pelos demais
processos (spiked). Devido a essa diferenca, é esperado um resultado
subestimado ao quantificar amostras incurred com curvas de adicado spiked,

mesmo que a fortificacdo seja na prépria matriz.

Tal comportamento foi observado na quantificacdo das amostras de
mortadela e salsicha por adicdo de padrdo, conforme mostrado nos dados da
Tabela 12 e da Figura 37. O peptideo FYL na transicdo m/z = 793,9/283,1 teve
maior intensidade e melhor linearidade na construcédo da curva e foi utilizado

como quantificador para os calculos. O pico da segunda transicdo mais intensa,
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m/z = 793,9/424,2, foi utilizado como qualificador. A Figura 38 apresenta um

cromatograma de uma das replicatas de mortadela sem toucinho, onde é

possivel visualizar os picos quantificador e qualificador do peptideo FYL.

Tabela 12. Resultados calculados para amostras de mortadela sem toucinho,

mortadela Bologna, salsicha hot dog e salsicha Golden.

Conc. Qlfarrftailfipgggor Qﬁ;?ﬁisgii%r Conc. PS esCCJerr]gda Exatidao
PIS adic. = r? - calculada p (Recup.)
(FYL m/z = (FYL m/z = amostra
(%) (%) (%)
793,9/283,1) 793,3/424,2) (%)
0 26195 8431
Mortadela 0,97 59367 0,9915 0,9831 19607 0,61 2,01 30,35
1,47 87050 31053
0 42588 15434
0,50 66533 23263
'\’I'gorltade'a 0,9960 0,9921 0,64 1,47 43,54
ologna 98 104867 35710
1,53 136600 46147
0 26954 9115
Salsicha
Hot Dog 0,54 44153 0,9979 0,9958 14600 0,74 2,01 36,82
0,99 62113 22137
0 24342 8431
Salsicha
Golden 0,51 43260 0,9991 0,9983 13733 0,71 1,51 47,02
0,98 58337 19607
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Curva de adicdo de padrédo de PIS em mortadela e salsicha
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£ 100000 - _ R? = 0,9831
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g 80000 -
.8 60000 | e ‘ y = 35394x + 26356
= R? = 0,9958
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Concentracéo adicionada (%)

Fonte: Autor.

Figura 37. Curvas de calibragédo obtidas por adicdo de padrdo para as amostras

mortadela sem toucinho, mortadela Bologna, salsicha Hot dog e salsicha Golden,

para o peptideo FYL na transicdo m/z

quantificador.

Mortadela (sem adicédo)
FYLAGNQEQEFLK

m/z=793.9/283.1
m/z=793.9/424.2

sdo 'Ausuai)|

793,9/283,1, utilizado como

S/N = 48.6

e -

4 - Q
500 505

e

E1D B15 520 625 530 535 540
Time, min

Fonte: Autor.

Figura 38. Cromatograma das transicbes mais intensas do peptideo FYL em

amostra de mortadela sem toucinho.
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Os resultados encontrados ficaram consideravelmente abaixo dos valores
tedricos de referéncial! calculados para as amostras. A exatiddo foi avaliada pela
recuperacéo, e variou entre 30,35 e 47,02 %.

Nao é possivel avaliar, somente com estes dados, a real influéncia da
diferenca de extracdo das proteinas spiked e incurred na baixa recuperacéo
observada. Porém, nestas condi¢cdes de trabalho, o método de adi¢do de padrao
nao apresentou uma alternativa adequada a quantificacéo das proteinas de soja

em matrizes carneas processadas.
4.3.5. Quantificagédo por calibracdo externa

Para o método de quantificacdo por calibracdo externa foi utilizada uma
linguica toscana sem proteina de soja como matriz branca (Figura 39) e foram
preparados 6 pontos fortificados com PIS (teor 92,20 %), compreendendo
concentracfes de 0,63 a 5,00 %.

BRANCO - FYLAGNOEQEFLK 1 (Unknown) 793.9 7 28311
Area: NZA, Height: NA&, RT: N/A min

1500 4
1000 4

Intensity

500 4

38 40 4.2 44 46 48 50 5.2 54 586

Time, min
Fonte: Autor.

Figura 39. Cromatograma da linguica toscana branca utilizada na validacgéo,

sem picos no tempo de retencédo caracteristico do peptideo FYL (4,98 minutos).

O método foi avaliado por um estudo de valida¢cédo de 3 dias, onde em cada
dia foram preparadas 18 amostras fortificadas em 3 niveis, conforme descrito no

11 Os valores tedricos de referéncia foram calculados de acordo com as informacgdes obtidas com
a empresa parceira que forneceu as amostras.
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esquema da Figura 14, na secdo 3.2.14. O peptideo monitorado como
quantificador foi o FYL na transicdo m/z = 793,9/283,1, e o qualificador foi a
segunda transicdo mais intensa, com m/z = 793,3/424,2. O tempo de retencéo

do variou de 4,96 a 5,00 minutos.

O efeito de matriz foi avaliado preparando duas curvas de calibracdo com a
mesma quantidade de niveis e concentracbes de analito; sendo uma curva
somente com o analito em tampéao ureia-tris-HCl e a outra em presenca da matriz
(linguica toscana branca). Visualmente, as retas ndo apresentaram o paralelismo
esperado entre duas curvas analiticas equivalentes, como mostrado na Figura
40.

Avaliacédo de efeito de matriz

1000000

® Curva em matriz °
® Curva em solvente y = 8,86E+06x - 7,52E+04
[ ]
5
S 600000 ®
RS,
% . . ‘
g_ 400000 . y= 6,6ZE+06x -9,32E+03
o " R?=0,9923
2
o %’
§ 200000 . ot
< et
I
0 o‘
o 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

-200000 o
PIS adicionada (g)

Fonte: Autor.

Figura 40. Curvas em matriz branca fortificada e tampdao ureia-tris-HCI, para

verificacdo do efeito de matriz.

O critério utilizado para avaliar a presenca de efeito de matriz foi a razdo das
inclinagdes (RI) das duas curvas. Se Rl = 1,0 + 0,1, considera-se que nao ha

efeito de matriz @29, O valor encontrado foi de 1,34, portanto, considera-se que
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o efeito existe, e é indicado trabalhar com curvas analiticas preparadas em matriz

a fim de minimiza-lo.

Para avaliar a linearidade das curvas de calibracdo utilizaram-se os critérios
de aceitabilidade descritos no Manual de Garantia da Qualidade Analitica (*16). O
coeficiente de Pearson (r), que deve ser = 0,99, ficou estipulado em 0,9944,
0,9981 e 0,9979, para os dias 1, 2 e 3, respectivamente.

Os residuos percentuais devem ser representados graficamente, ndo devem
apresentar comportamento tendencioso e precisam atender ao limite de = 20 %
para os valores individuais. Uma das replicatas para o nivel de fortificacdo 1,25
% apresentou residuo individual de 24,0 %. Conforme preconizado no Manual,
até um valor de residuo acima do limite pode ser aceito para cada nivel da curva,
se submetido a um teste de outlier. O valor suspeito foi aceito pelo teste de
Grubbs, e os demais residuos ficaram dentro da faixa aceitavel. Os dados,

gréficos e informacdes complementares encontram-se no Anexo V.

O LQ do método ficou definido em 0,63 %, valor adequado a finalidade
proposta, que consiste na pesquisa de fraude por adicdo de proteina de soja.
Para aplicacdo do método em faixas mais baixas, como analise de contaminac¢ao
cruzada de produtos com proteina de soja, por exemplo, € necessario novo
estudo de LQ e adequacéo da faixa de trabalho. A Figura 41 apresenta um
cromatograma do ponto 0,63 % da curva analitica do Dia 3, para o peptideo FYL

nas duas transicbes mais intensas.
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Figura 41. Cromatograma do peptideo FYL nas transicbes m/z = 793,9/283,1
(quantificador) e m/z = 793,9/424,2 (qualificador), para o primeiro ponto da curva

analitica (0,63 %) que também representa o LQ do método.

Tendo em vista que as adicdes do analito foram realizadas em massa, foi
possivel calcular a concentracdo predita para cada ponto da curva e cada
amostra fortificada. Por essa razao, os niveis de fortificacdo previstos de 1,25,
2,50 e 3,75 %, foram calculados em 1,35, 2,64 e 3,90 %, respectivamente, pelas

médias dos valores reais de adi¢cao.

Os resultados compilados para os calculos de repetibilidade e
reprodutibilidade intralaboratorial sdo apresentados na Tabela 13. Todos os
valores de concentracao determinada foram submetidos ao teste de Grubbs com
95 % de confianca para avaliacdo de outliers, intra-dia (usando Geritico para 6
valores) e inter-dia (usando Geritico para 18 valores). Nenhum outlier foi detectado.
Os dados brutos e tratamentos estatisticos dos 3 dias do estudo de validacéo

sdo apresentados mais detalhadamente no Anexo IV.

105



Tabela 13. Resultados de Repetibilidade, Reprodutibilidade intralaboratorial e

Recuperacéo (%) obtidos nos 3 dias de validacéo.

Nivel de fortificacéo 1,35 % Nivel de fortificacéo 2,64% Nivel de fortificag&o 3,90%
Concentragéo Vo Concentragéo Vo Concentragéo OV
determinada  CV (%) ’2/"“""" determinada  CV (%) ";jx'm° determinada  CV (%) ";;X'm°

) (%9 @) (%9 @) (%9
5= 1,19 2,31 3,83
88 1,20 2,43 3,52
= © 1,24 2,29 3,91
a . ’ 8,7 4,0 ' 5,2 3,6 ’ 5,9 3,3
g 1,17 ' 2,31 3,86
E = 1,06 2,56 3,73
= 0,98 2,56 3,36
0 o 1,03 2,24 3,42
8¢ 0,92 2,24 3,50
= © 0,99 2,20 3,94
=« , , ,
2 % 0.99 7,7 4,0 2.14 2,4 3,6 413 7,3 3,3
§ = 1,15 2,11 3,69
~ 1,07 2,20 3,89
o 7 1,15 2,33 3,92
88 1,01 2,32 3,82
23 1,04 2,26 3,71
S ’ 6,3 4,0 ' 3,0 3,6 ' 2,7 3,3
30 1,17 2,26 3,93
§ = 1,13 2,16 3,69
= 1,03 2,34 3,87
©
zg TE ol
n B© ©
o 2> 8,4 10 -—- 5,4 10 - 55 10
©Ex
o o
E
S @
S 3
(LIS
g% 80,3 86,8 96,5
=)

Segundo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica *16) e o INMETRO
(115.117) ' 0 CVmaximo aceito para repetibilidade é calculado pela Equacédo de Horwitz
(Equagéao 5), que leva em consideracédo a concentragdo do analito (C).

CVméximo = 2(1—0,510g 2 (Equa(;éo 5)

Para analitos nessa faixa de concentragao (%), o valor de CVmaximo calculado
por Horwitz torna-se bastante restritivo, assim como para concentragées muito
baixas (na faixa de ppb ou inferior) ele permite variagbes tdo elevadas que é
necessario estipular um valor fixo *?2). Observa-se que somente 3 valores de CV

intra-dia (em verde) ficaram dentro do critério para repetibilidade. Esse resultado
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também pode ser reflexo de dificuldades de homogeneidade na amostra, visto

que as adi¢Oes de padrdo na matriz sao realizadas em massa.

O CVmaximo para reprodutibilidade intralaboratorial, segundo Albano e Raya-
Rodriguez (2009) 117, é de 10 % para concentragdes acima de 1.000 pg Kg?. A
reprodutibilidade intralaboratorial para os 3 niveis de fortificacdo testados ficou

dentro dos critérios de aceitabilidade.

A recuperacéo total para cada nivel de fortificagdo variou de 80,3 a 96,5 %,
sendo o maior valor observado para o nivel 3,90 %. As recuperacdes esperadas
para concentracfes de porcentagem do analito é entre 97 e 103 %, segundo o
INMETRO (19, Entretanto, essa ndo é a realidade que se observa em métodos

shotgun por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa.

O Standard Method Performance Requirements for Detection and
Quantitation of Selected Food Allergens (123) ¢ o primeiro esbogo de normatizacéo
para desenvolvimento de métodos de analise de alergénicos. O documento
destina-se as matrizes leite, ovos, castanha e amendoim, e estipula valores mais
flexiveis e realistas de CV para repetibilidade (até 20 %), reprodutibilidade
intralaboratorial (até 30 %) e recuperacédo (60 a 120 %). Ainda assim, muitas

vezes esses limites ndo conseguem ser atendidos.

Hoffmann et al. (2017) 19 obtiveram recuperacdo média de 60 % para
proteina de soja em salsichas, utilizando curva analitica em matriz incurred. Pilloli
et al. (2018) 124 obtiveram recuperacdo média de 70 % para o peptideo FYL da
soja em biscoitos, sem utilizar correcdo com peptideos sintéticos para
padronizacdo interna. Planque et al. (2019) 129, avaliaram as recuperagdes do
peptideo EAF da soja em chocolate, geleia de péra e macéa, biscoito, presunto
de frango, maionese, compota, molho e tempero. Os resultados de recuperacéo
nas amostras (sem nenhum tipo de corre¢céo por padronizacao interna) variaram
de 50 a 181 %.

Portanto, & preciso avaliar no caso concreto se os valores obtidos de

precisdo atendem ao propoésito da aplicacao pretendida do método, levando em
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consideracao variacbes aceitaveis inerentes a técnica analitica utilizada e a
natureza do analito. Apesar da falta de detalhamento e pequeno escopo de
aplicacdo, o SMPR 2016.002 da AOAC (23 representa uma previsdo otimista na
criacdo normas especificas para desenvolvimento de métodos de compostos
alergénicos, que atendam as dificuldades inerentes a esse tipo de anéalise com

limites adequados.
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5. Conclusao

Neste trabalho foram apresentados o0s resultados obtidos no
desenvolvimento e validacdo de um método qualitativo e quantitativo para
determinacao de proteina de soja em produtos carneos e embutidos por CLAE-
EM/EM, pela abordagem shotgun.

O objetivo de aplicacdo do método desenvolvido foi a implementacdo no
programa oficial de Fiscalizagdo de produtos de origem animal do MAPA,
atendendo demandas vigentes de pesquisa de fraude por adi¢cdo de proteina de

soja.

O método desenvolvido mostrou-se apto para fins qualitativos em diversas
matrizes carneas, segundo os critérios de seletividade/especificidade e limite de
deteccao de 0,50 %. Pode ser utilizado na rotina analitica do LFDA para produtos

em que a adicao de proteina de soja € proibida pela legislacéo.

N&o foi encontrada correlacéo entre a quantidade de proteina de soja e a de
isoflavonas, impossibilitando a utilizacdo destas para fins de quantificacdo. Além
disso, as isoflavonas ndo fornecem uma identificacdo segura da presenca de

soja na amostra, pois estdo presentes em outros tipos de vegetais.

Para andlise quantitativa, o método validado para linguica apresentou
repetibilidade, reprodutibilidade intralaboratorial e recuperacéo satisfatorios para
a aplicacéo proposta. Embora os valores de repetibilidade e recuperacéo tenham
ficado acima dos limites estabelecidos pelo INMETRO para a faixa de
concentracdo de trabalho, estdo concordantes com a literatura para o analito e

0s peptideos de interesse.

Antes da implementacao na rotina analitica, porém, € necessario avaliar se
a curva analitica em matriz incurred € capaz de corrigir parte dos efeitos do
processamento observados que subestimam a quantificacdo. Além disso, para

ampliar o escopo do método a outras matrizes, é preciso realizar estudo formal

109



de repetibilidade e reprodutibilidade, seguindo os procedimentos de Qualidade

ja existentes no LFDA.
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Anexo | — Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade

REGULAMENTO TECNICO DE IDENTIDADE E QUALIDADE DE LINGUICA (120)
1. Alcance

1.1. Objetivo: Fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade que
devera apresentar o produto carneo denominado Linguica.

1.2. Ambito de Aplicacdo: O presente regulamento refere-se ao produto Linguica,
destinado ao comércio nacional e/ou internacional.

2. Descricao

2.1. Definicdo: Entende-se por Linguica o produto carneo industrializado, obtido
de carnes de animais de agougue, adicionados ou ndo de tecidos adiposos,
ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial, e submetido ao processo
tecnolégico adequado.

2.2. Classificagdo: Variavel de acordo com a tecnologia de fabricagéo.

Trata-se de um:

produto fresco

produto seco, curado e/ou maturado

produto cozido

outros.

De acordo com a composi¢do da matéria-prima e das técnicas de fabricacéo:

Linguica Calabresa: E o produto obtido exclusivamente de carnes suina, curado,
adicionado de ingredientes, devendo ter o sabor picante caracteristico da pimenta
calabresa submetidas ou ndo ao processo de estufagem ou similar para desidratacdo e

ou cozimento, sendo o processo de defumacéo opcional.

Linguica Portuguesa: E o produto obtido exclusivamente de carnes suina,
curado, adicionado de ingredientes, submetido a acao do calor com defumacéo.

Nota: A forma de apresentacdo consagrada do produto é a de uma "ferradura”,
e com sabor acentuado de alho.

Linguica Toscana: E o produto cru e curado obtido exclusivamente de carnes
suina, adicionada de gordura suina e ingredientes.

Paio: E o produto obtido de carnes suina e bovina (maximo de 20%) embutida
em tripas natural ou artificial comestivel, curado e adicionado de ingredientes, submetida
a acao do calor com defumacgéo.
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Nas linguicas denominadas Tipo Calabresa, Tipo Portuguesa e Paio, que séo
submetidas ao processo de cozimento, sera permitido a utilizacéo de até 20% de CMS
— Carne Mecanicamente Separada, desde que seja declarado no rétulo de forma clara
ao consumidor a expressao "carne mecanicamente separada de ...." (espécie animal),
além da obrigatoriedade de constar na relacéo de ingredientes a expressao "contém..."
ou "com CMS (espécie animal)".

Nota: a CMS utilizada podera ser substituida p6r carne de diferentes espécies
de animais de agougue, até o limite maximo de 20 %.

2.3. Designacdo (Denominagcdo de Venda): O produto sera designado de
Linguica, seguido de denominacao ou expressfes que o caracterizem, de acordo com
a sua apresentacéo para venda, tais como:

Linguica de Carne Bovina

Linguica de Carne Suina

Linguica de Lombo Suino

Linguica de Lombo e Pernil Suino

Linguica de Carne Suina Defumada

Linguica Calabresa

Linguica Portuguesa

Linguica Toscana

Linguica de Carne de Peru

Linguica de Carne de Frango

Linguica Mista

Linguica Tipo Calabresa

Linguica Tipo Portuguesa

Linguica Cozida de ...

Paio

Outros

3. Referéncias

- Cdodigo de Defesa do Consumidor. Lei n® 8.078 de 11 de Setembro de 1990, Brasil.

127



- Code of Federal Regulations, Animal and Animal Products, USA, 1982.

- Codex Alimentarius - Volume 10 - Programa conjunto FAO/ OMS sobre Normas
Alimentarias, Comision del Codex Alimentarius, Roma, 1994.

- ICMSF- Microorganismus in foods. 2. Sampling for microbiological analysis: Principles
and specific applications. University of Toronto. Press, 1974.

- Decreto n° 63.526 de 04 de Novembro de 1968, Ministério da Agricultura, Brasil.

- European Parliament and Council Directive n® 95/2/EC of 20 February 1995. Official
Journal of the European Communities No L61/1, 18/03/95.

- Portaria INMETRO n° 88 de 24 de Maio de 1996, Ministério da Industria, do Comércio
e do Turismo, Brasil.

- Padrdes Microbioldgicos. Portaria n® 451 de 19/09/97 — Publicada no DOU de 02/07/98,
Ministério da Saude - Brasil.

- Programa Nacional de Controle de Residuos Bioldgicos. Portaria n® 110 de 26 de
Agosto de 1996, Ministério da Agricultura, Brasil.

- Regulamento da Inspec¢éo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal -
RIISPOA - Decreto n°® 30.691, de 29 de marc¢o de 1952.

- Resolucdo 91/94- Mercosul, Portaria 74 de 25/05/95, Ministério da Ind., Com. e
Turismo, Brasil.

- Resolugédo GMC 36/93- Mercosul, 1993.

- Portaria n® 368, de 04/09/97 — Regulamento Técnico sobre as Condi¢des Higiénico-
Sanitarias e de Boas Préticas de Elaboracdo para Estabelecimentos Elaboradores/
Industrializadores de Alimentos - Ministério da Agricultura e do Abastecimento, Brasil.

- Portaria n® 371, de 04/09/97 — Regulamento técnico para Rotulagem de Alimentos —
Ministério da Agricultura e do Abastecimento, Brasil.

- Normas ABNT (Associagdo Brasileira de Normas Técnicas) — Plano de Amostragem e
Procedimentos na Inspecao por atributos- 03.011- NBR 5426 — Jan/1985

- Portaria n ° 1004 de 11.12.98 — Regulamento Técnico Atribuicdo de Funcdo de
Aditivos, Aditivos e seus Limites Maximo de uso para a Categoria 8 — Carne e Produtos
Carneos — Ministério da Saude, Brasil

- Instrucdo Normativa n. 20 de 21.07.99, publicada no DOU de 09.09.99 — Métodos
Analiticos Fisico-quimicos para Controle de Produtos Carneos e seus Ingredientes — Sal
e Salmoura — SDA — Ministério da Agricultura e Abastecimento, Brasil.

4. Composicao e Requisitos

4.1. Composicéo
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4.1.1. Ingredientes Obrigatorios: Carne das diferentes espécies de animais de
acougue e sal.

4.1.2. Ingredientes Opcionais
Gordura
Agua

Proteina vegetal e/ou animal

Aclcares

Plasma

Aditivos intencionais

Aromas, especiarias e condimentos.

Nota: Permite-se a adicdo de proteinas ndo carnicas, no teor maximo de 2,5%
(dois virgula cinco por cento), como proteina agregada. Ndo é permitida a adicdo de
proteinas ndo carnicas em linguicas toscana, calabresa, portuguesa, blumenau e
colonial.

4.2. Requisitos

4.2.1. Caracteristicas Sensoriais: Sao definidas de acordo com o processo de
obtencao.

4.2.1.1.Textura: Caracteristica
4.2.1.2.Cor: Caracteristica
4.2.1.3.Sabor: Caracteristico
4.2.1.4.0dor: Caracteristico

FRESCAIS || COZIDAS | DESSECADAS
Umidade (méax) 70% 60% 55%
Gordura (max) 30% 35% 30%
Proteina (min) 12% 14% 15%
Célcio (base seca) 0,1% 0,3% 0,1%
(max)

4.2.3. Fatores essenciais de qualidade

4.2.3.1. E proibido o uso de CMS (carne mecanicamente separada) em Linguicas
Frescais (cruas e dessecadas).

4.2.3.2. O uso de CMS em Linguicas Cozidas, fica limitado em 20%.
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4.2.4. Acondicionamento
Envoltérios naturais

Envoltérios artificiais

Embalagens plasticas ou similares
Caixas

4.2.4.1 Os envoltérios poderao estar protegidos por substancias glaceantes, que
deverdo estar aprovadas junto ao 6rgdo competente.

5. Aditivos e Coadjuvantes de Tecnologia/ Elaboracéo
De acordo com o regulamento especifico vigente.
6. Contaminantes

Os contaminantes organicos e inorganicos ndo devem estar presentes em
gquantidades superiores ao limites estabelecido pelo Regulamento Vigente.

7. Higiene
7.1. Consideragtes Gerais

7.1.1. As préticas de higiene para a elaboragéo do produto recomenda-se estar
de acordo com o estabelecido no:."Codigo Internacional Recomendado de Praticas de
Higiene para os Produtos Carnicos Elaborados" (Ref. CAC/RCP 13 - 1976 (rev. 1, 1985).

"Cddigo Internacional Recomendado de Praticas de Higiene para a Carne Fresca"
(CAC/RCP 11-1976 (rev. 1, 1993).

"Cédigo Internacional Recomendado de Praticas - Principios Gerais de Higiene dos
Alimentos" (Ref.: CAC/RCP 1 - 1969 (rev. 2 - 1985) - Ref. Codex Alimentarius, vol. 10,
1994,

7.1.2. Toda a carne usada na elaboracgéo de Linguicas, devera ter sido submetida
aos processos de inspecdo prescritos no RIISPOA - "Regulamento de Inspecdo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal" - Decreto n° 30691, de 29/03/1952.

7.1.3. As Linglicas deverdo ser tratadas termicamente em conformidade com as
secbes 7.5 e 7.6.1. a 7.6.7. do "Cddigo Internacional Recomendado de Praticas de
Higiene para Alimentos pouco &acidos e Alimentos acidificados envasados".

7.1.4. Apos ter sido inspecionado a carne para Linglicas, ndo devera ficar
exposta a contaminacao ou adicionada de qualquer substancia nociva para 0 consumo
humano.
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7.1.5. As carnes para producdo de Linglicas e as Linglicas ja elaboradas,
deverdo ser manipuladas, armazenadas e transportadas em locais proprios de forma
gue as Linglicas estejam protegidas da contaminacéo e deteriorizacao.

7.1.6. As Linguicas curadas e dessecadas, defumadas ou n&o, poderdo
apresentar em sua superficie externa "mofos"”, que deverao ser de género nao nocivos
a saude humana.

7.2. Critérios Macroscopicos/ Microscopicos: O produto ndo devera conter
substancias estranhas de qualquer natureza.

7.3. Critérios Microbiologicos: O produto deve obedecer a legislacdo especifica
em vigor.

8. Pesos e Medidas
Aplica-se o Regulamento vigente
9. Rotulagem
Aplica-se o Regulamento vigente (Portaria n® 371, de 04/09/97 — Regulamento
Técnico para Rotulagem de Alimentos — Ministério da Agricultura e do Abastecimento,

Brasil).

9.1. Sera designado de Lingui¢a, seguida da expressao que Ihe for atribuida, de
acordo com a matéria-prima utilizada, processo tecnoldgico ou regiao de origem.

10. Métodos de Analises Fisico-Quimicos

- Instru¢cdo Normativa n. 20 de 21.07.99, publicada no DOU de 09.09.99 — Métodos
Analiticos Fisico-Quimicos para Controle de Produtos Carneos e seus Ingredientes —
Sal e Salmoura — SDA — Ministério da Agricultura e Abastecimento, Brasil.

11. Amostragem

Seguem-se os procedimentos recomendados pela norma vigente (ABNT).
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Anexo Il — Dados da validacao de metodologia qualitativa

Tabela 14. Resultados das 20 amostras fortificadas e 20 amostras brancas da validacdo do método qualitativo.

AMOSTRAS FORTIFICADAS

AMOSTRAS BRANCAS

Identificacdo Peptideos Isoflavonas | Identificacdo Produto Peptideos Isoflavonas
1 Detectado Detectado A Sobrecoxas de frango temperadas N.D.2 N.D.2
2 Detectado Detectado B Dried cooked beef N.D. N.D.
3 Detectado Detectado C Bacon N.D. N.D.
4 Detectado Detectado D Salame italiano N.D. N.D.
5 Detectado Detectado E Salame milano light N.D. N.D.
6 Detectado Detectado F Dried cooked beef N.D. Detectado
7 Detectado Detectado G Copa N.D. N.D.
8 Detectado Detectado H Lombo suino N.D. N.D.
9 Detectado Detectado I Carne moida de frango N.D. N.D.
10 Detectado Detectado J Salame milano N.D. N.D.
11 Detectado Detectado K Bacon N.D. N.D.
12 Detectado Detectado L Copa N.D. N.D.
13 Detectado Detectado M Embutido de carne suina (queijo de porco) N.D. Detectado
14 Detectado Detectado N Salame italiano N.D. N.D.
15 Detectado Detectado O Salame italiano N.D. Detectado
16 Detectado Detectado P Linguica dessecada N.D. N.D.
17 Detectado Detectado Q Papada de suino defumada N.D. N.D.
18 Detectado Detectado R Linguica frescal N.D. N.D.
19 Detectado Detectado S Carne temperada congelada de frango N.D. N.D.
20 Detectado Detectado T Linguica frescal N.D. N.D.

a Nao detectado.
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Anexo lll - Dados da quantificacao por adicdo de padréo em salsichas e mortadelas

Tabela 15. Dados da adicdo de padrao na amostra de mortadela sem toucinho.

Mortadela sem toucinho

Area FYL Quantificador ] Area FYL Qualificador ] Razo
Amostra mum (@)  mpis (Q) Conc. Real (%) (m/z = 793,9/283,1) Area (m/z = 793,9/424,2) Area qualificador /
. : : meédia : . . meédia o
Inj.1 Inj. 2 Inj. 3 Inj.1 Inj.2 Inj. 3 quantificador
MTD 1 2,0047 - - 45490 - - 16840 - - - 0,37
MTD 2 2,0044 - - 23140 - - 8408 - - 0,36
MTD 3 2,0040 - - 27560 - - 26195 9490 - - 9002,25 0,34
MTD 4 2,0043 - - 24610 - - 8031 - - 0,33
MTD 5 2,0042 - - 29470 - - 10080 - - 0,34
Desvio padréao 8976
G 1,720 (> G critico tabelado 1,715)
MTD 0.5% 2,0028 0,0114 0,52 35340 36040 36530 35970 |11230 13000 11630 11953 0,33
MTD 1%  2,0037 0,0212 0,97 57450 60190 60460 59367 |19660 18700 20240 19533 0,33
MTD 1.5% 2,0028 0,0324 1,47 86140 86420 88590 87050 29210 28550 30340 29367 0,34
* Valor suspeito em vermelho descartado pelo teste de Grubbs
Mortadela
X Y Coef. Angular (a) 40419 100000 .
0 26195 Coef. Linear (b) 24664 Valores Criticos de G (P=0,05) e
0,97 59367 Pearson (r) 0,9915 © 60000 | L. (3
147 87050 - . 0,9831 400000 y = 40419x + 24664
* Ponto 0,5% excluido da curva para melhor ajuste linear 20000 ® R? = 0,9831
Teste de Grubbs para outliers - ‘ﬁ'm’ru'.smpmm = T‘ 5 1,715 0
G= 6 0 0,5 1 1,5

§

1,887
2,020

Concentragdo adicionada PIS (%)
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Tabela 16. Dados da adicao de padrao na amostra de mortadela Bologna.

Mortadela Bologna

Area FYL Quantificador Area FYL Qualificador

_ A Razéo
Amostra mwo (g) Tpss Conc. Real (%) (m/z =793,9/283.1) | Area média |—(M/2=793,9/424.2) rﬁég?a qualificador /
9 Inj. 1 Inj. 2 Inj. 3 Inj.1 Inj.2 Inj. 3 quantificador
MTD BOL 1 2,0003 - - 42570 - - 14350 - - 0,34
MTD BOL 2 2,0019 - - 34880 - - 13380 - - 0,38
MTD BOL 3 2,0022 - - 43490 - - 42588 14710 - - 15434 0,34
MTD BOL 4 2,0015 - - 46260 - - 18250 - - 0,39
MTD BOL 5 2,0011 - 45740 - - 16480 - - 0,36
Desvio padréo 4573
G 1,686 (< G critico tabelado 1,715)
MTD BOL 0.5% 2,0023 0,0109 0,50 65880 66170 67550 66533 23720 23640 22430 23263 0,35
MTD BOL 1% 2,0021 0,0214 0,98 104500 104900 105200 104867 35980 36260 34890 35710 0,34
MTD BOL 1.5% 2,0027 0,0339 1,53 140600 136500 132700| 136600 [43850 47460 47130 46147 0,34
* Valor suspeito em verde aceito pelo teste de Grubbs
X Y Coef. Angular (a) 63141 Mortadela Bologna
0 42588 | Coef. Linear (b) 40133 150000
050 66533 Pearson (r) 090 .
0,98 104867 r2 0,9921 , 100000 | o
1,53 136600 g . o
50000 ..o
y = 63141x + 40133
0 R?=0,9921
0 0,5 1 1,5 2

Concentragdo adicionada PIS (%)
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Tabela 17. Dados da adicdo de padrao na amostra de salsicha Hot Dog.

Salsicha Hot Dog

Area FYL Quantificador Area FYL Qualificador ) Raz30
Amostra m(g;[’ Tgp;s Conc. Real (%) (/2 =793,97283,1) | frea média |—(M/Z2=793,9/424.2) rﬁ\ég?a qualificador /
Inj. 1 Inj. 2 Inj. 3 Inj.1 Inj.2 Inj.3 quantificador
SSC 1 2,0013 - - 28810 - - 10020 - - 0,35
SSC 2 2,0014 - - 26190 - - 8769 - - 0,33
SSC 3 2,0005 - - 22990 - - 26954 8999 - - 9115 0,39
SSC 4 2,0015 - - 28460 - - 9304 - - 0,33
SSC 5 2,0023 - - 28320 - - 8485 - - 0,30
Desvio padréo 2443
G 1,623 (< G critico tabelado 1,715)
SSC0,5% 2,0014 0,0118 0,54 44740 44450 43270 44153 14210 14690 14900 14600 0,33
SSC 1%  2,0007 0,0217 0,99 61380 63100 61860 62113 21620 21890 22900 22137 0,36
SSC15% 2,0016 0,0340 1,54 113600 109000 114200 112267 39020 36420 40140 38527 0,34

* Valor suspeito em verde aceito pelo teste de Grubbs

* Ponto 1,5% excluido da curva para melhor ajuste linear

X
0
0,54
0,99

Y Coef. angular (a)
26954 | Coef. Linear (b)
44153 Pearson (r)
62113 r?

35393
26356
0,9979
0,9958

Area

Salsicha Hot Dog

80000
60000
40000
20000

y =

0 0,2 0,4 0,6

Concentracdo adicionada PIS (%)

35393x + 26356
R?=0,9958

0,8 1
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Tabela 18. Dados da adicdo de padrdo na amostra de salsicha Golden.

Salsicha Golden

Area FYL Qualificador

Area FYL Quantificador

Razéo

Amostra mwo (g) meis (@) Conc. Real (%) .(m/z = 7?3'9/283*?) nﬁéS?a (.m/z = 7?3’9/424’_2) nﬁég?a qualificador /
Inj.1 Inj.2 Inj. 3 Inj.1 Inj.2 Inj. 3 guantificador
SSCGOL1 2,0002 - - 35060 - - 11540 - - 0,33
SSC GOL 2 2,0002 - - 21640 - - 7832 - - 0,36
SSC GOL 3 2,0002 - - 24450 - - 24342 8102 - - 8431 0,33
SSC GOL 4 2,0014 - - 21890 - - 7978 - - 0,36
SSC GOL 5 2,0000 - 18670 - - 6701 - - 0,36
Desvio padréo 6332
G 1,693 (< G critico tabelado 1,715)

SSC GOL 0,5% 2,0001 0,0112 0,51 43650 43920 42210 43260 |13420 13860 13920 13733 0,32
SSC GOL 1% 2,0004 0,0215 0,98 57650 59020 58340 58337 18810 20810 19200 19607 0,34
SSCGOL 1,5% 2,0019 0,0334 1,51 95700 95070 97360 96043 | 30780 31140 31240 31053 0,32

* Valor suspeito em verde aceito pelo teste de Grubbs

Salsicha Golden
X Y Coef. Angular (a) 35866 30000
0 26954 | Coef. Linear (b) 26713 60000 | e
0,50 44153 Pearson (r) 0,9997 g 40000 | e PR o
0,98 62113 r2 0,9994 20000 v o 0?‘9994
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Concentragdo adicionada PIS (%)
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Anexo IV - Dados da validacdo de metodologia quantitativa por

calibracao externa

Resumo

Nivel de Fortificacdo 0,5xLMP

1,35 (g/100g)

Outliers - Grubbs p/ Repe (6 valores)

Valor critico (P = 95%) 1,887
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
Replicata 1 1,19 1,03 1,15 0,485 0,072 0,854
Replicata 2 1,20 0,92 1,01 0,608 1,370 1,154
Replicata 3 1,24 0,99 1,04 1,022 0,417 0,684
Replicata 4 1,17 0,99 1,17 0,294 0,409 1,167
Replicata 5 1,06 1,15 1,13 0,779 1,572 0,648
Replicata 6 0,98 1,07 1,03 1,630 0,553 0,831
Média 1,14 1,03 1,09

D.P. (%) 0,10 0,08 0,07
C.V. (%) 8,66 7,66 6,32 Valor critico (P = 95%) 2,681
Recuperacdo % 84,3 76,0 80,6 1,120 0,577 0,688
1,253 1,820 0,827
Média Total (%) 1,08 1,700 0,998 0,472
Desvio Padrédo Total 0,09 0,913 0,991 0,925
C.V. Total (%) 8,40 0,248 0,717 0,533
Recuperacédo Total% 80,3 1,169 0,162 0,583

Nivel de Fortificacdo LMP

2,64 (g/100g)

Outliers - Grubbs p/ Repe (6 valores)

Valor critico (P = 95%) 1,887
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
Replicata 1 2,31 2,24 2,33 0,783 0,940 0,724
Replicata 2 2,43 2,24 2,32 0,139 0,940 0,654
Replicata 3 2,29 2,20 2,26 0,934 0,253 0,260
Replicata 4 2,31 2,14 2,26 0,807 0,838 0,260
Replicata 5 2,56 2,11 2,16 1,211 1,549 1,760
Replicata 6 2,56 2,20 2,34 1,174 0,253 0,903
Média 2,41 2,19 2,28

D.P. (%) 0,13 0,05 0,07 Outliers - Grubbs p/ Repro (18 valores)
C.V. (%) 5,20 2,42 2,97 Valor critico (P = 95%) 2,681
Recuperacéo % 91,3 82,9 86,3 0,152 0,424 0,278
1,082 0,424 0,240
Média Total (%) 2,29 0,000 0,717 0,259
Desvio Padrao Total 0,12 0,128 1,184 0,259
C.V. Total (%) 5,42 2,165 1,488 1,077
Recuperacédo Total% 86,8 2,128 0,717 0,376
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Nivel de Fortificacdo 1,5xLMP

3,90 (g/100g)

Outliers - Grubbs p/ Repe (6 valores)

Valor critico (P = 95%) 1,887
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
Replicata 1 3,83 3,42 3,92 0,585 1,243 0,970
Replicata 2 3,52 3,50 3,82 0,832 0,966 0,003
Replicata 3 3,91 3,94 3,71 0,970 0,630 1,122
Replicata 4 3,86 4,13 3,93 0,736 1,354 1,010
Replicata 5 3,73 3,69 3,69 0,113 0,252 1,268
Replicata 6 3,36 3,89 3,87 1,572 0,477 0,414
Média 3,70 3,76 3,82

D.P. (%) 0,22 0,28 0,10
C.V. (%) 5,93 7,31 2,66 Valor critico (P = 95%) 2,681
Recuperacdo % 94,9 96,5 98,0 0,325 1,664 0,779
1,190 1,294 0,297
Média Total (%) 3,76 0,737 0,846 0,257
Desvio Padrao Total 0,21 0,487 1,816 0,799
C.V. Total (%) 5,46 0,179 0,336 0,329
Recuperacédo Total% 96,5 1,981 0,640 0,504
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DIA 1 - Equipamento 1

Amostra

Conc. Padréo
adicionada (%)

Pico Quantificacéo

m/z = 793.9/ 283.1

Areas médias
pico Quantif.

0,00

49900

99000

273833

434067

621967

3,90
3,70
0,22

5,93
94,88

Padréo 1 0
Padréo 1 0,00 0
Padrdo 1 0
Padréo 2 48260 "
Padrao 2 0,63 50380
Padréo 2 51060
Padr&o 3 95610 "
Padrédo 3 1,25 102800
Padréo 3 98590
Padréo 4 256900 "
Padréo 4 2,46 281700
Padrao 4 282900
Padréo 5 413300 "
Padrdo 5 3,61 436000
Padréo 5 452900
Padréo 6 650100 r
Padréo 6 4,76 619200
Padrdo 6 596600
Branco 0 0
1 1,31 122800
2 1,35 124400
3 1,33 129800
4 1,33 120300
5 1,36 106300
6 1,35 95200
8 2,66 271800
10 2,66 287100
11 2,62 269300
12 2,65 271400
13 2,65 304900
14 2,63 304300
15 3,89 472800
16 3,90 431600
17 3,91 484000
18 3,92 477200
19 3,88 459100
21 3,92 410100
DIA 1 - equip.1
7,00E+05
6,00E+05
5,00E+05
® 4,00E+05
& 3,00E+05
2,00E+05 y =132442x-34255
1,00E+05 R? =0,9889
0,00E+00 9
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 500 6,00
Concentragdo (%)
Nivel de Fortificacao (%)
1,35 2,64
Média 1,14 2,41
D.P. 0,10 0,13
C.V. (%) 8,66 5,20
Recup.(%) 84,30 91,25
n 6 6

6

Conc.
Calculada (%)
0,00
0,00
0,00
0,62
0,64
0,64
0,98
1,03
1,00
2,20
2,39
2,39
3,38
3,55
3,68
5,17
4,93
4,76
0,26

Média
Conc. (%)

0,00

0,64

1,01

2,33

3,54

4,95

1,19
1,20
1,24
1,17
1,06
0,98

1,14

2,31
2,43
2,29
2,31
2,56
2,56

2,41

3,83
3,52
3,91
3,86
3,73
3,36

3,70

Curva de Calibragao

Intercepcao (b)
Inclinagéo (a)
r
r2

-34255
132442
0,9944
0,9889
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DIA 2 - Equipamento 2
Pico Quantificacéo
Conc. Padrao Areas médias Conc. Média Conc.
Amostra adicionada (%) m/z =793.9/283.1 pico Quantif. Calculada (%) (%)
Padréo 1 0 0,00
Padréo 1 0,00 0 0,00 0,00 0,00
Padréo 1 0 0,00
Padrio 2 55410 " " 0,51
Padréo 2 0,61 52140 53267 0,49 0,50
Padréo 2 52250 0,49
Padrio 3 154900 " " 1,16
Padréo 3 1,27 151300 149933 1,14 1,13
Padréo 3 143600 1,09
Padréo 4 377800 " " 2,61
Padréo 4 2,44 370000 359867 2,56 2,49
Padréo 4 331800 2,31
Padrio 5 547400 " " 3,71
Padréo 5 3,62 561800 542767 3,81 3,68
Padrédo 5 519100 3,53
Padrio 6 697500 " " 4,69
Padréo 6 4,73 774700 698467 5,19 4,70
Padréo 6 623200 4,21
Branco 0 0 0,15
1 1,35 135100 1,03
2 1,32 117700 0,92
3 1,35 129200 0,99 103
4 1,34 129300 0,99 '
5 1,37 153200 1,15
6 1,33 140900 1,07
8 2,67 320700 2,24
9 2,65 320700 2,24
10 2,65 315100 2,20 219
11 2,67 306200 2,14 '
13 2,64 300400 2,11
14 2,64 315100 2,20
15 3,92 502100 3,42
16 3,89 513800 3,50
18 3,91 581300 3,94 376
19 3,94 611900 4,13 '
20 3,89 544000 3,69
21 3,94 574800 3,89
DIA 2 - Equip. 2 .
8,00E+05 Intercepgao -23356
6,00E+05 Inclinacao 153640
© r 0,9981
£ 4008405 2
2,00E+05 y = 153640x-23356 0,9963
R?=0,9963
0,00E+00 ¢
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Concentragdo (%)
Nivel de Fortificagao (%)
1,35 2,64 3,90
Média 1,03 2,19 3,76
Desvio Padréo 0,08 0,05 0,28
C.V. (%) 7,66 2,42 7,31
Recup.(%) 75,98 82,93 96,46
n 6 6 6
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DIA 3 - Equipamento 2

Pico Quantificacdo

Conc. Padrao Areas médias Concentracdo Média Conc.
Amositra adicionada 793.9/283.1 pico Quantif. Calculada (%) (%)
Padrao 1 0 0,00
Padréo 1 0,00 0 0,00 0,00 0,00
Padréo 1 0 0,00
Padréo 2 52000 0,53
Padréo 2 0,62 52360 50543 0,53 0,52
Padréao 2 47270 0,50
Padréao 3 136100 1,10
Padréo 3 1,26 140100 137567 1,12 1,11
Padréo 3 136500 1,10
Padréo 4 335400 2,44
Padréo 4 2,44 350100 337867 2,54 2,45
Padréo 4 328100 2,39
Padréo 5 534800 3,78
Padréo 5 3,60 506300 516800 3,59 3,66
Padréo 5 509300 3,61
Padréo 6 687700 4,81
Padréo 6 4,73 635300 676000 4,46 4,73
Padréo 6 705000 4,93
Branco 0 0 0,18
1 1,35 143600 1,15
2 1,34 123100 1,01
3 1,35 127900 1,04 1.09
5 1,36 146800 1,17 '
6 1,36 141500 1,13
7 1,36 126400 1,03
9 2,63 318900 2,33
10 2,64 318200 2,32
11 2,65 309000 2,26 208
12 2,65 309000 2,26 '
13 2,62 293900 2,16
14 2,65 320700 2,34
15 3,91 555900 3,92
16 3,91 541200 3,82
18 3,90 524300 3,71 382
19 3,90 556500 3,93 '
20 3,90 522100 3,69
21 3,90 547500 3,87
DIA 3 - Equip. 2
Intercepgéo -26732
8,00E+05 Inclinagéo 148563
6,00E+05 r 0,9979
° r 0,9957
¥ 4,00E+05
< ) 00E+05 y = 148563x - 26732
! R?2=0,9957
0,00E+00 ¢
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Concentragdo (%)
Nivel de Fortificacao (%)
1,35 2,64
Média 1,09 2,28 3,82
Desvio Padrao 0,07 0,07 0,10
C.V. (%) 6,32 2,97 2,66
Recup.(%) 80,58 86,27 98,03
n 6 6 0
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DISTRIBUIGAO DE RESIDUOS INDIVIDUAIS

Conc. calcula~da _anc. Residuo )
pelz_:l regressdo Adicionada (Coate - Cata) Residuo (%)
linear (%) (%)

0 0 0,000 0

0 0 0,000 0

0 0 0,000 0
0,585 0,63 -0,042 -7
0,646 0,63 0,019 3
0,651 0,63 0,025 4
0,957 1,25 -0,297 -24
1,041 1,25 -0,212 -17
1,009 1,25 -0,244 -19
2,202 2,46 -0,261 -11
2,389 2,46 -0,074 -3
2,398 2,46 -0,065 -3
3,381 3,61 -0,228 -6
3,552 3,61 -0,057 -2
3,680 3,61 0,071 2
5,166 4,76 0,401 8
4,933 4,76 0,168 4
4,763 4,76 -0,002 0
0,000 0 0,000 0
0,000 0 0,000 0
0,000 0 0,000 0
0,513 0,61 -0,095 -16
0,491 0,61 -0,116 -19
0,492 0,61 -0,115 -19
1,160 1,27 -0,105 -8
1,137 1,27 -0,128 -10
1,087 1,27 -0,178 -14
2,611 2,44 0,174 7
2,560 2,44 0,123 5
2,312 2,44 -0,125 -5
3,715 3,62 0,096 3
3,809 3,62 0,189 5
3,531 3,62 -0,089 -2
4,692 4,73 -0,035 -1
5,194 4,73 0,467 10
4,208 4,73 -0,519 -11
0,00 0 0,000 0
0,00 0 0,000 0
0,00 0 0,000 0
0,53 0,62 -0,092 -15
0,53 0,62 -0,089 -14
0,50 0,62 -0,124 -20
1,10 1,26 -0,166 -13
1,12 1,26 -0,139 -11
1,10 1,26 -0,164 -13
2,44 2,44 0,002 0
2,54 2,44 0,101 4
2,39 2,44 -0,047 -2
3,78 3,60 0,180 5
3,59 3,60 -0,012 0
3,61 3,60 0,009 0
4,81 4,73 0,080 2
4,46 4,73 -0,273 -6
4,93 4,73 0,196 4

Al

6 -
S
S 5 §
o]
3 .
S I
8 3+
(=]
S E
S
g 14 ] y =1,0253x - 0,0866
5] F R2=0,9916
o
0 T T T T T )
1 2 3 4 5 6
_1 J
Concentragéo calculada (%)
Distribuic&o de residuos
15 -
10 A
; s .
S g 2
~ O0——0o0—1D T T T g
S 1 2 B 3 4 5 6
S -5 L] ]
0 ] L}
] [ ]
@10 4 B [] L]
15 | |
15 '] -
20 A ] L]
25 - m
-30 )
Concentragéo predita (%)
Grubbs critico para 9 valores = 2,215
Avaliagéo de Outliers - Nivel 1,25% Teste de Grubbs
0,957 1,160 1,10 1,875 1,253 0,266
1,041 1,137 1,12 0,579 0,893 0,680
1,009 1,087 1,10 1,067 0,122 0,308
Média 1,079 Valor aberrante aceito.
Desvio 0,07
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