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RESUMO

Impulsionado pela industria do bem-estar, o uso do colageno como suplemento
alimentar aumentou nos ultimos anos. Embora n&do haja consenso, sao divulgados
beneficios estéticos e ortopédicos associados ao uso diario do colageno em
quantidades pré-estabelecidas. Pode haver alta concentracdo de colageno em
produtos carneos, principalmente quando em sua composi¢ao contiver um ingrediente
rico em tecido conjuntivo, a carne mecanicamente separada. Ambos os produtos
mencionados requisitam de rigor no controle de qualidade e a avaliagdo do teor de
colageno pode evidenciar fraudes econémicas por disparidade das quantidades
rotuladas para estes ingredientes. Todavia, os métodos mais disseminados para
determinacao de seu teor, o fazem pela derivatizagao da trans-4-hidroxi-L-prolina, um
iminoacido nao-cromoforo e especifico ao colageno. Ha evidéncias que sua oxidagao
pode formar acido pirrol-2-carboxilico, que possui a caracteristica de absorver
radiagdo na regido do ultravioleta. Pretende-se neste estudo desenvolver métodos
para quantificar ambos, por estratégias independentes, a fim de determinar o teor de
colageno, utilizando a eletroforese capilar e sem recorrer a derivatizagdo. Para
quantificar o acido pirrol-2-carboxilico optou-se pela deteccao direta e seu método foi
desenvolvido e a separagcao observada. Porém os dados de reacdes sintéticas de
oxidagdo nao evidenciaram sua formacdo, inviabilizando a continuidade desta
aboradagem. Por outro lado, a determinagéo da trans-4-hidroxi-L-prolina deu-se pelo
desenvolvimento do método com deteccao ultravioleta indireta, utilizando o eletrélito
de corrida de pH 11,4 contendo 25 mmol L' de histidina, 180 mmol L' de butilamina
e 10 mmol L' de B-ciclodextrina. Otimizagdes multivariadas, fracionaria e Doehlert,
auxiliaram na selegao do comprimento do capilar de 75 ym em 64 cm, tensao em 30
kV, a concentragéo de B-ciclodextrina em 10 mmol L' e a temperatura de separagéo
em 12,5°C. Amostras foram hidrolisadas com acido sulfurico. Previamente a analise,
os hidrolisados foram submetidos a reacdo com carbonato de estréncio para limpeza
da amostra por neutralizacado e precipitacao simultanea. A validagao demonstrou a
detectabilidade (inferior a 2,0 mg L"), seletividade, linearidade, precisao (inferior a 7%)
e exatidao (recuperagdes de 88 — 102%) do método. O método pontuou 86 na eco
escala e 0,49 pela calculadora de verdor analitico (AGREE). O método foi aplicado a
amostras reais de suplementos alimentares e produtos carneos disponiveis no
mercado nacional, demonstrando ser uma alternativa adequada ao controle de
qualidade.

Palavras-chave: Colageno; produtos carneos; suplementos alimentares; eletroforese
capilar.



ABSTRACT

Driven by the wellness industry, the use of collagen as a dietary supplement has
increased in recent years. Although there is no consensus, aesthetic and orthopedic
benefits associated with the daily use of collagen in pre-established quantities are
reported. There may be a high concentration of collagen in meat products, especially
when their composition contains an ingredient rich in connective tissue, such as the
mechanically separated meat. Both products mentioned require strict quality control
and the assessment of collagen content may reveal economic fraud due to disparity in
the quantities labeled for these ingredients. However, the most widespread methods
for determining its content do so by derivatizing trans-4-hydroxy-L-proline, a non-
chromophore imino acid specific to collagen. There is evidence that its oxidation can
form pyrrole-2-carboxylic acid, which has the characteristic of absorbing radiation in
the ultraviolet region. The aim of this study is to develop methods to quantify both,
using independent strategies, to determine the collagen content, using capillary
electrophoresis and without resorting to derivatization. To quantify pyrrole-2-carboxylic
acid, direct detection was chosen, and its method was developed, and the separation
observed. However, data from synthetic oxidation reactions did not demonstrate its
formation, making the continuation of this approach unfeasible. On the other hand, the
determination of trans-4-hydroxy-L-proline was carried out through the development of
a method with indirect ultraviolet detection, using a running electrolyte of pH 11.4
containing 25 mmol L' of histidine, 180 mmol L-! of butylamine and 10 mmol L' of B-
cyclodextrin. Multivariate optimizations, fractional and Doehlert, helped in the selection
of the capillary length of 75 ym in 64 cm, voltage in 30 kV, the concentration of 3-
cyclodextrin and the separation temperature in 12.5°C. Samples were hydrolyzed with
sulfuric acid. Prior to analysis, the hydrolysates were subjected to reaction with
strontium carbonate to clean the sample by neutralization and simultaneous
precipitation. Validation demonstrated the detectability (less than 2.0 mg L),
selectivity, linearity, precision (less than 7%) and accuracy (recoveries of 88 — 102%)
of the method. The method scored 86 on the eco scale and 0.49 on the analytical
greenness calculator (AGREE). The method was applied to real samples of food
supplements and meat products available on the national market, demonstrating that
it is a suitable alternative for quality control.

Keywords: Collagen; meat products; dietary supplements; capillary electrophoresis.
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1INTRODUGAO

Alimento presente no cotidiano, a carne, € uma opcao de relevancia
nutricional para a dieta, especialmente pelas vitaminas e proteinas que contém. No
setor produtivo, o Brasil destaca-se como uma referéncia mundial. Para a manutencgao
da oferta e por tratar-se de um produto perecivel, sao utilizadas estratégias de salga,
defumacao, cozimento, fermentacdo e incorporacao de aditivos para ampliacao de
sua validade, o que resulta em uma nova classificagao, a de produtos carneos.

Participam da formulagao deste tipo de alimento, tanto as por¢gdes musculares
e as de menor valor agregado, visando o aproveitamento maximo do animal, como a
pele, cartilagem etc. Os produtos carneos cozidos, podem conter em sua composi¢ao
a carne mecanicamente separada, que € obtida da remocao da carne de carcagas por
maquinario especifico. Sua composicdo contém alto percentual de tecidos
conjuntivos, ricos em colageno.

Investigagbes de fraudes e adulteragdes de produtos carneos ficaram em
evidéncia pela operagao carne fraca, deflagrada pela policia federal em 2017. Além
de destacar praticas como o uso da carne de cabega e carcagas na composigao de
salsichas. Embora a carne destas por¢cdes nao seja vedada como ingrediente,
caracteriza-se fraude econdmica quando os limites estipulados pela legislacédo para a
manufatura de cada produto carneo sao ultrapassados.

Recentemente, a expansdo do mercado consumidor para o colageno foi
alavancada pela sua insergcdo em cosméticos e suplementagao alimentar, motivada
com a preocupacgao da populagdo com estética, saude e bem-estar, embora nao haja
consenso sobre a sua eficacia. Projecdes até 2030 estimam crescimento de mais de
10% ao ano. Ainda assim, poucos séo os estudos a fim de controlar o teor de colageno
empregado em suplementos alimentares. A necessidade reflete-se nas medidas
adotadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que a alguns anos iniciou a
regulacéo e estabeleceu diretrizes para ampliar o rigor de rotulagem.

Em alinhamento com o aumento da demanda mundial e a evolugao dos
mecanismos de fiscalizacdo, recorrer a métodos analiticos modernos para poder
estabelecer um controle rapido e eficiente, pode proporcionar maior seguranga ao
consumidor. O padrao ouro de controle do teor do colageno segue sendo feito por

meétodo oficial colorimétrico, ao submeter a amostra a hidrdlise, exposicao a oxidante
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e derivatizacdo. A quantificacdo é realizada pela correlagdo da proteina colagénica
com seu aminoacido especifico, a trans-4-hidroxi-L-prolina livre.

Minimizar o numero de etapas requeridas e retornar resultados com rapidez e
baixo custo s&o desejaveis para analises de rotina. Alinhada as estas caracteristicas,
a eletroforese capilar consolidou-se como uma técnica de separagao que requisita de
poucos insumos para operagao, baixa producao de residuos, alta frequéncia analitica
e uma gama de mecanismos de separacdo. Destaca-se a Eletroforese Capilar de
Zona, que viabiliza a determinacao de analitos cromoéforos e ndo croméforos. Quando
estabelecidas condi¢gbes para detecgao ultravioleta indireta, uma nova proposigao
para a determinacao da trans-4-hidroxi-L-prolina, cuja absortividade é infima, pode ser
vislumbrada. Ainda, o possivel produto de sua oxidagao, o acido pirrol-2-carboxilico,
ainda nao foi explorado como analito para esta proposicao. A analise direta ampliaria
a seletividade do método, uma vez que os aminoacidos ndo cromoforos, principais
interferentes contidos nos hidrolisados, nao exibiriam sinais.

Mesmo em separagdes com limitagdes de seletividade, como em analises de
hidrolisados que contém virtualmente todos os aminoacidos, sao possiveis explorar
parametros que a aprimoram significativamente. Desde experimentos in silico, a
planejamento de experimentos e metodologias de superficies de resposta podem ser
utilizados para otimizar parametros operacionais, como o comprimento e o diametro
do capilar, a diferenca de potencial aplicada, a temperatura da regido termostatizada
e a implementacao de aditivos, como as ciclodextrinas. Estas formam complexos de
inclusdo ou host-guest, que promove alteracdo da mobilidade diferencialmente
dependendo da intensidade de interagcao das espécies com a ciclodextrina.

Ainda, alta concentracao de acidos nos hidrolisados, cuja caracteristica reduz
o pH e aumenta a forca idbnica do meio, promove condi¢gdes incompativeis com a
analise por eletroforese capilar. A eliminagao do préton e seu respectivo anion, apos
a reagao, pode ser concretizada simultaneamente e em etapa unica por neutralizagao
combinada com precipitacdo, ao implementar reagentes que combinados com as
espécies do meio resultem em um composto de baixa solubilidade.

Embora seja consagrada como uma técnica de separacido mais ecoldgica
comparada as cromatograficas, métodos para avaliacdo da adequacdo com os
principios da quimica verde sdo uma métrica util para avaliagdo de todo o
procedimento. A eco escala e a calculadora do verdor analitico (AGREE) sao

exemplares que se consagraram por sistematizar esta estimativa e comparativo.
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Sob tal motivagao, este trabalho de tese de doutorado, cujos experimentos
foram realizados em periodo pandémico de COVID-19 entre 2020 e 2022, pretendeu
abordar em capitulo unico, a determinagao do teor de colageno por duas proposi¢des
diferentes: pela deteccdo ultravioleta indireta da trans-4-hidroxi-L-prolina e da
detecgéo direta do acido pirrol-2-carboxilico por eletroforese capilar de zona. Aliando
menor numero de etapas e mediando a quimica analitica verde. Objetivou-se
contribuir com métodos analiticos voltados a analise de matrizes carneas, bem como
de suplementos alimentares a base de colageno, cujo controle ainda apresenta
deficiéncias. Por fim, os resultados foram publicados no periédico Journal of Food
Composition and Analysis (Volume 122, Setembro 2023, 105431).
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2REVISAO DA LITERATURA
2.1  COLAGENO E TRANS-4-HIDROXI-L-PROLINA

Dentre as proteinas animais, o colageno € a mais abundante, representando
aproximadamente 30% do total proteico de humanos (Wu et al, 2019). Sua
caracteristica principal € ser uma proteina estrutural fibrosa encontrada em tecidos
conectivos, incluindo ligamentos, tenddes, cartilagens, pele, ossos e tecido
intramuscular. O tamanho das moléculas de colageno pode variar de tamanho e
quantidade de aminoacidos constituintes, dependendo de sua origem. Sua massa
média é em torno de 300.000 g mol-'. Até o momento, foram identificadas vinte e nove
estruturas de colageno, sendo os tipos | (~90%) e Il os mais comuns (Oliveira et al.,
2021; Shoulders e Raines, 2009) . A representacao estrutural de um segmento de

colageno apresenta-se na Figura 1.

Figura 1 — Representacgéo da configuracéo de tripla hélice da proteina colagénica
destacando a estrutura cristalina do segmento Hyp-Pro-Gly e seus constituintes
isolados em sua forma neutra, apds ser submetido a hidrdlise acida.

N1 N2 N3
Gly Prog.,, Hyp
Pro., Hyp “aly
. 0
Hyp Gly .Pro

Gly " Bro T Hyp
¢t cz c3 J-k/NHZ
- HO

Hip-Pro-Gly HO (Hyp)

Fonte: Adaptado de (Shoulders e Raines, 2009).

O colageno esta organizado tridimensionalmente como uma tripla hélice
formada por trés cadeias polipeptidicas na conformacao alfa, paralelas e entrelagadas
entre si. As ligagdes entre moléculas de colageno séo feitas com os residuos de
aminoacidos de forma cruzada e por ligagdes de hidrogénio (Oliveira et al., 2021). Por

exemplo, o colageno de tipo | € um heterotrimero, composto por duas cadeias de
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subunidades cola1 e uma cola?2 interligadas (Bielajew, Hu e Athanasiou, 2021).
Devido a esta disposi¢cao caracteristica, sdo evidentes a resisténcia mecanica,
estabilidade e baixa solubilidade em agua. Os residuos de aminoacidos
predominantes nas estruturas colagénicas séo a L-glicina (GLY, 23-33%), L-prolina
(PRO, 14-16%) e trans-4-hidroxi-L-prolina (HYP, 10-14%), sendo que as proporgdes
destes variam de acordo com o tecido, organismo e tipo de colageno. Sua sequéncia
€ caracterizada por repeticdes na ordem GLY-PRO-X e GLY-X-HYP, em que X pode
ser qualquer um dos aminoacidos mencionados (Kusebauch et al., 2006).

Neste contexto, o colageno diferencia-se de outras proteinas por conter um
aminoacido especifico e ndo proteinogénico, a HYP. Resultante da hidroxilagdo pos-
traducional da L-prolina pela prolinil-hidroxilase sob presengca de acido ascorbico
(Lehninger, Nelson e Cox, 2009; Shoulders e Raines, 2009). A HYP tem carater polar;
baixa absortividade molar; zwitterionica com pKa de 1,8 e 9,6, respectivamente, aos
grupos carboxila e imina; soluvel em agua (500 mg mL-" a 20°C); formula molecular
CsHoNO3; massa molar de 131,13 g mol' e log Kow igual a -3,17 (Merck, 2018).

A forma prevalente da HYP no colageno contém a hidroxila na posicéao 4 do
anel pirrélico, de proporcao 100:1 em relagdo a L-3-hidroxiprolina, segunda estrutura
mais abundante (Hu, He e Wu, 2022). Os dois atomos de carbono quirais propiciam a
existéncia de 4 estereoisomeros: trans-4-hidroxi-L-prolina, trans-4-hidroxi-D-prolina,
cis-4-hidroxi-L-prolina e cis-4-hidroxi-D-prolina (Bernardo-Bermejo et al., 2023). As
ligacdes peptidicas do colageno estédo dispostas na conformacgéo trans, o que viabiliza
a dobra em tripla hélice (Bernardo-Bermejo et al., 2023; Chu, Evans e Zeece, 1997).
Também é classificada como levogira (L) por herdar a conformacdo da PRO na
biogénese do colageno (Kusebauch et al., 2006; Shoulders e Raines, 2009). A
conformacdo dextrogira (D) pode ocorrer em aminoacidos devido a processos
industriais, fermentacéo, variagées de pH, etc. O isémero D em produtos de origem

animal, como carnes e leite, ocorre em baixa concentracao (Marcone et al., 2020).

2.1.1 Colageno na tecnologia de alimentos

O colageno é utilizado na tecnologia de processamento alimentar, em
formulacbes de bebidas lacteas, molhos, condimentos, suplementos alimentares,

produtos carneos etc. Na industria alimenticia, as proteinas colagénicas sao utilizadas
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na elaboragao da gelatina e do colageno hidrolisado. A gelatina € caracterizada como
‘o produto obtido por hidrélise térmica, quimica ou enzimatica, ou a combinagao
desses processos, da proteina colagénica, presente em cartilagens, tenddes, peles,
aparas ou ossos, das diferentes espécies animais, seguida de sua purificagéo,
filtracao, esterilizagdo, concentragdo e secagem” (Brasil, 2021).

A ligacao cruzada (do inglés, cross-link) entre os trés peptideos formadores
das fibras de colageno é enfraquecida por hidrélise. O desnovelar da estrutura resulta
na formacgdo de tiras individuais, mais soluveis em agua. Com o abaixamento da
temperatura, a reorganizagdo de uma nova rede tridimensional capaz de reter agua,
gera estruturas gelatinosas em dimensodes coloidais (Feiner, 2006). Esta caracteristica
amplia seu uso como aditivo alimentar, com emprego como emulsificante,
estabilizante, espessante, e gelificante, cuja fungao, respectivamente, é a de propiciar
a uniformidade de duas ou mais fases ou dispersdes imisciveis, aumentar a
viscosidade de um alimento e conferir textura, quando aplicado em quantum satis nas
formulacdes de bebidas lacteas, molhos, condimentos, etc. (Brasil, 2023).

Destaca-se a seguir a ingestdo de colageno como suplemento alimentar,
cujas aplicagcdes estdo em ascensdo econdmica, impulsionada por alegagdes de
beneficios para o bem-estar e saude humana e animal (Markets, 2022). Seu consumo
esta também atrelado a produtos carneos ricos no ingrediente popularmente

conhecido como carne mecanicamente separada (CMS).

2.1.1.1 Suplementos alimentares

Diversas formas de colageno estao disponiveis nos suplementos alimentares.
Os principais sao o colageno hidrolisado (tipo I), colageno nao desnaturado (tipo Il) e
peptideos bioativos de colageno. Sao frequentemente comercializados em capsulas,
géis e preparado para bebidas em p6. O mercado global de colageno esta avaliado
em 9,12 bilhdes de dodlares com expectativa de crescimento anual de 10,2% entre
2023 e 2030. As principais categorias comerciais que representam este cenario sao
as gelatinas, colagenos sintéticos e naturais, hidrolisados e nativos. O crescimento de
consumo foi atribuido ao aumento da demanda por suplementagdo com o marketing
voltados a beleza e saude e dores articulares. O maior interesse do consumidor pode
estar associado a preocupagao com a imunidade apés o periodo pandémico da Covid-
19 e o esforgo e investimento em bem-estar (Grand View Research, 2022). A eficacia
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da suplementacao de colageno em tratamentos dermatolégicos e ortopédicos ainda
nao € um consenso. No entanto, alguns relatos indicam beneficios para cabelos e
unhas, na cicatrizagao, degeneracéo tecidual, antienvelhecimento da pele (Hao et al.,
2022; Hexsel et al., 2017; Wang et al., 2022).

A Administragao de Alimentos e Medicamentos (FDA) n&o regula o colageno
em suplementos alimentares. No entanto, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estabelece diretrizes para o colageno em suplementos
alimentares (Brasil, 2018). Assim, quando ingerido acima da recomendacao
quantidade minima diaria, de 8,4 g, o colageno hidrolisado pode ser classificado como
uma fonte de suplementacdo proteica para adultos. A formulacdo individual de
colageno nao desnaturado do tipo Il ou em combinagdo com o colageno hidrolisado
de aves, sado consideradas substancias bioativas, como por exemplo, os peptideos
bioativos de colageno. Segundo a ANVISA, a quantidade de ingestdo diaria de
colageno permitida depende de seu tipo: no caso do colageno nao desnaturado do
tipo Il, a faixa preconizada é de 1,2 mg a 8,4 mg; para o colageno total, a variagao é
de 10 mg a um maximo de 70 mg (Brasil, 2020).

Declaragao rotulada como: "o colageno nao desnaturado do tipo Il auxilia a
manutencdo da funcéo articular" sao permitidas em suplementos alimentares que
atendam aos critérios minimos supracitados. Alegacdes de beneficios para a beleza
da pele sao restritas aos peptideos bioativos do colageno hidrolisado, de massa molar
meédia de 2 kDa, em ingestao oral diaria de 2,5 g. Ainda, produtos como poés para
preparagao de bebidas que contenham colageno de tipo | e tipo Il como ingrediente,

também sao regulamentados como suplementos alimentares (Brasil, 2022b).

2.1.1.2 Carne mecanicamente separada

A CMS é um dos ingredientes majoritarios de alguns produtos carneos. E rica
em tecidos conjuntivos, por isso contém alta concentracao de colageno. Por definicao
€ “o produto obtido da remocgao da carne dos 0ssos que a sustentam, apds a desossa
de carcacgas de aves, de bovinos, de suinos ou de outras espécies autorizadas pelo
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), utilizados meios mecanicos que
provocam a perda ou modificacdo da estrutura das fibras musculares”. E vedado o
uso de pés, cabecas e patas (Brasil, 2017). Os tipos de processamentos podem ser

visualizados na Figura 2.
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Figura 2 — Processamento de carcacgas de frango, via separadores industriais, sob
baixa (esquerda) e alta pressao (direita) na obtengao de carne mecanicamente
separada.

Fonte: retirado de EFSA (2013).

A CMS assemelha-se a uma pasta e a carne triturada, respectivamente, para
a de tipo 2 e 1, quando obtidas sob baixa e alta pressdo. Podem ou nao conter
particulas de ossos inferiores a 1 milimetro. Nao deve exceder 1000 partes por milh&do
de calcio, no tipo 1 (James, Purnell e James, 2013). O processo gera ruptura celular,
desnaturagao proteica, e aumento de grupos heme livres, comprometendo cor, sabor
e perecibilidade (Pereira et al., 2011). Comparada a carne, h4 menos aminoacidos
essenciais e mais lipideos, em média 20% mais colesterol. Sdo mais abundantes, o
colageno advindo das imediagbes dos o0ssos, minerais como o calcio e fosforo
(Shahidi e Synowiecki, 1993; Toldra, 2017). Sdo aplicadas na composi¢gdo dos
produtos industrializados triturados e embutidos (Efsa, 2013). Os limites maximos

brasileiros para a CMS em produtos carneos estao representados na Figura 3.

Figura 3 — Representagao de uma desossadora de carne na extracao de carne
mecanicamente separada (CMS) e os limites estabelecidos pelas instru¢oes
normativas (IN) da legislagao brasileira para seu uso nos principais produtos

carneos.
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Fonte: de autoria prépria.
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A legislacao brasileira estabelece limite maximo de CMS nas formulagbdes, ao
estipular valor individual para cada produto carneo. Excetua-se o uso de CMS em
produtos carneos frescais, por exemplo as linguigas toscanas. Nas salsichas tipo
Viena e Frankfurt, os limites sdo de 40% (m/m). Para mortadelas ha variagao de 20%
a 60% (m/m) dependendo de sua classificacdo. Nas linguicas calabresa, portuguesa
e paio é de 20% (m/m) (Brasil, 2000a). Em fiambres e hamburgueres é de até 30%
(m/m) (Brasil, 2000b). E em patés nao ha descricdo de CMS como ingrediente (Brasil,
2000c). Acima do limite regulatério configura-se a adulteragdo da qualidade, o que se
enquadra em fraude econbémica, pela substituicdo da carne por um insumo de menor
valor (Sentandreu e Sentandreu, 2014). Com isso, faz-se necessario a fiscalizagao
por métodos capazes de reportar resultados em tempo compativel com o aumento da

producgao alimenticia.

2.2 METODOS PARA DETERMINACAO DE COLAGENO

A complexidade e diversidade das estruturas das proteinas colagénicas
dificultam o desenvolvimento de metodologias que as detectem com seletividade,
sensibilidade e custo-beneficio (Bielajew, Hu e Athanasiou, 2020). Durante a extragao,
0s colagenos nativos s&o expostos a condicbes que podem leva-los a degradagao
(Valcarcel et al, 2021). Adicionalmente, a falta de métodos candidatos que
atendessem aos requisitos minimos da Associacdo Oficial de Quimica Analitica
Oficiais (AOAC), para determinar o colageno nativo e hidrolisados de tipos |, Il e I,
retratam o desafio analitico (AOAC International, 2023; Ishaq et al., 2016). Mesmo
neste cenario, historicamente algumas abordagens se destacaram e suas
caracteristicas estdo resumidas na Figura 4.

O estado da arte em termos de quantificacao e tipificacdo do colageno foi
alcangado com a protebmica “targeted” e “bottom-up”, utilizando a cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) e de alta
resolugcao com tempo de voo (TOF). Parametros simultaneos podem ser obtidos apés
a hidrélise com tripsina. Desde o teor de HYP e marcadores especificos de cada tipo
de colageno, e até os peptideos respectivos a ligagao cruzada das fibras colagénicas.
As analises contam com criterioso desenvolvimento, auxilio de banco de dados e

simulagbes in silico para triagem de fragmentos uUnicos a matriz, além de
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desenvolvimento especifico de padroes de peptideos para serem utilizados na

quantificacédo (Bielajew, Hu e Athanasiou, 2021; Deng et al., 2023).

Figura 4 — Métodos e caracteristicas da determinagéo de colageno.

Métodos de quantificagdo de colageno e de seus subtipos
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Fonte: traduzido de Bielajew; Hu; Athanasiou (2020).

Outra estratégia importante na analise quantitativa do colageno é o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), que depende da disponibilidade e barreira de alto custo
para a producéo e aquisicao de anticorpos para cada tipo de colageno. Além disso, a
tipificacdo se torna inviavel em amostras que contenham mais do que um tipo de
colageno. Por outro lado, a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato
de sddio (SDS-PAGE) analisa proteinas pela separagéo por tamanho e carga. Para
aplicagdes de quantificagao direta do colageno, os métodos que utilizam desta técnica
apresentam restricdes devido ao comportamento eletroforético atipico do colageno,
por sua estrutura conter alta concentragdo de cargas negativas. Além da dificuldade
de preparacao e reprodutibilidade do sistema em gel, bem como o tempo para sua
confecgao, considerando analises rotineiras (Bielajew, Hu e Athanasiou, 2021).

Embora a abordagem pela determinacao de HYP proporcione apenas o teor

total de colageno, tal medida é considerada suficiente para a maioria das abordagens
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(Bielajew, Hu e Athanasiou, 2020). Além disso, estratégias modernas podem
incrementar ainda mais caracteristicas positivas ao procedimento classico, ao
minimizar o tempo requerido do operador e o numero de etapas obrigatérias a analise.

As especificidades deste tipo de analise serdo abordadas a seguir.

2.2.1 Hidrdlise do colageno para a analise de trans-4-hidroxi-L-prolina

A hidrdlise proteica se disseminou com o proposito de expor a amostra a
condicbes que causam a ruptura das ligagdes peptidicas para resultar em
aminoacidos ou peptideos mais simples. Apds a clivagem, a hidrolise tem como
caracteristica deixar prétons ou hidroxilas (H+, OH-) compondo os produtos da reagéo
(Lehninger, Nelson e Cox, 2009). Abordagens catalisadas em meio acido sob
exposicao a aquecimento e longos periodos sao as mais consolidadas (Kolar, 1990).

O procedimento de hidrolise mais bem estabelecido e replicado para
determinacao de colageno em carnes e produtos carneos é o reportado pelo método
AOAC 990.26. Inicialmente, para obter a HYP livre, faz-se etapa de hidrdlise de 4 g
de amostras em acido sulfurico (3,5 mol L") a 105°C por 16 horas. O hidrolisado é
submetido a oxidagdo com tosilcloroamida (20 min.) e posterior derivatizagdo com o
reagente de Ehrlich, a 4-dimetilaminobenzaldeido (DMAB), a 60°C por 15 min. Por fim,
a concentragao encontrada de HYP é expressa em g/100g (KOLAR, 1990).

Métodos de menor amplitude de escopo amostral retornaram performance
similar para a quantificagdo da HYP em condigdes e instrumenta¢des mais modernas.
Por exemplo, a hidrdlise de salames, mortadelas e massas prontas em acido cloridrico
6 mol L' por micro-ondas, foi realizada em tempo de 20 min, operando com controle
de poténcia, pressado e temperatura de ciclos (Messia et al., 2008). Bem como o
procedimento realizado em autoclave a 120°C que levou 40 minutos (Lin e Kuan,
2010). Por procedimento catalisado em meio alcalino, empregando hidréxido de sdédio,
foi obtido resultado semelhante ao método classico com 30 mg de amostras de
salsichas e figado, em apenas 40 minutos (Silva, Da, Spinelli e Rodrigues, 2015).

A reacao de oxidagéo utilizada pelo método oficial da AOAC, submete ainda
o hidrolisado a cloramina-T, ap6s a hidrolise, pois assim garante-se maior
especificidade e regioseletividade para entrada do grupo derivatizante na mélecula da

HYP e realizar a detecgao espectrofotométrica.
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2.2.2 Oxidagao da trans-4-hidroxi-L-prolina

Por ndo possuir em sua estrutura uma ampla conjugacédo de elétrons, é
observada para a HYP um infimo valor de coeficiente de absortividade molar.
Comparativamente, a detecgdo de aminoacidos cromoforos, como o triptofano,
tirosina, histidina, fenilalanina e cisteina, possuem vantagens importantes para uma
determinacdo seletiva e com menor numero de etapas de preparo da amostra.
Todavia, 0 método espectrofotométrico classico contornou esta limitagcdo da HYP
realizando etapa de oxidagao para derivatiza-la seletivamente (Kolar, 1990). Nesta
reacao, o anel pirrolidinico hidroxilado é oxidado, para dirigir a entrada da molécula
cromofora ou fluoréfora, preservando o analito em uma forma de maior estabilidade.

A tosilcloramina é um reagente com caracteristica oxidante devido a liberagao
de hipoclorito quando em solugao. Muitos sao os trabalhos que referenciam o acido
2-pirrolcarboxilico (P2C) como o produto da reacao de oxidagdo da HYP in-vivo, ou
pela agdo da tosilcloroamina, ou quando com outros oxidantes (Peterkofsky e
Prockop, 1962; Prockop, Udenfriend e Lindstedt, 1961). Estudos da reagcédo da HYP,
por rota enzimatica ou nao-enzimatica, utilizando enzimas renais ou peréxido de
hidrogénio com sulfato de cobre em meio alcalino, demonstraram evidéncias de
formacao do P2C (Radhakrishnan e Meister, 1957). Cissell et al. (2017) também se
refere ao P2C como o produto oxidativo da HYP quando exposta a tosilcloroamina. In
vivo, Heacock e Adams (1974) reportaram a excregdo de P2C em urina humana,
sendo a provavel fonte da condicdo de alta HYP livre no sangue. A Figura 5
exemplifica a reacado de oxidacao da HYP para gerar o intermediario acido pirrolina-4-

hidroxi-2-carboxilico e, apds desidratagéo gera o P2C.

Figura 5 — Formacé&o do acido pirrol-2-carboxilico a partir da trans-4-hidroxi-L-prolina,
sendo o acido pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilico um produto intermediario. A reagao de
oxidacéo resulta da acdo de enzima L-oxidase apropriada do isbmero do iminoacido.

H
N

%0, -H,0 y [
Trans-4-hidroxi-L-prolina Acido pirrolina-4-hidroxi-2-carboxilico  Acido pirrol-2-carboxilico

Fonte: adaptado de Heacock e Adams (1974).
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Em contrapartida, trabalhos mencionam o pirrol como o principal intermediario
da reagdo de oxidagdo com a tosilcloramina (Jamall, Finelli e Que Hee, 1981;
Tarnutzer et al., 2022). Todavia, este € um composto que sofre rapida polimerizagéo
oxidativa em contato com o oxigénio atmosférico, evidenciado pelo seu
escurecimento, resultando em um material de cor marrom a preta (Tan e Ghandi,
2013). Devido a esta caracteristica de instabilidade, a determinagdo do pirrol para
posterior correlagcdo com o teor de colageno em matrizes complexas poderia resultar
em resultados imprecisos.

Embora o P2C tenha caracteristicas que viabilizem mais facilmente a sua
deteccdo, em comparagao a HYP, ndo foram encontrados registros de métodos
modernos que o estudem para correlacionando-o com o teor de colageno. Um método
que viabilize sua analise poderia proporcionar a diminuicdo do numero de etapas em
relagdo aos métodos classicos, contribuindo também para aprimorar a seletividade e
frequéncia analitica. Sdo maiores as incidéncias de métodos para a determinacgéo do
teor de colageno pela relagdo com a HYP. Esta tem sido estudada e abordada com

esta finalidade por diversos métodos analiticos modernos.

2.2.3 Métodos analiticos para acessar o teor de colageno pela determinagao de

trans-4-hidroxi-L-prolina

A correlagdo da concentragdo da HYP para a quantificacdo do teor de
colageno ja foi reportada em muitas matrizes alimenticias (Messia et al., 2008; Vallejo-
Cordoba et al., 2005; Yuswan et al., 2021). O teor de colageno pode ser acessado
guando se assume que o nitrogénio da amostra seja advindo de aminodacidos, que em
meédia correspondem a 16% do total do colageno (1 + 0.16 = 6,25). Sendo de 6,25, o
fator nitrogénio-proteina, que é o estipulado para produtos carneos, estima-se que o
tecido conectivo contenha 12,5% de HYP (Instituto Adolfo Lutz, 2008; Organizagao
das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagéao, 2004; Wu et al., 2019). Por fim, o
teor de colageno a partir da concentragéo de HYP se da por um fator de 8 (12,5 x 8 =
100%) (Kolar, 1990).

Consta no Manual de Métodos Oficiais para Analise de Alimentos de Origem
Animal do MAPA, bem como no livro de Métodos fisico-quimicos para analise de
alimentos, do Instituto Adolfo Lutz a determinagéo de colageno em produtos carneos,
pela, ja mencionada, AOAC 990.26 (Brasil, 2022a; Instituto Adolfo Lutz, 2008; Kolar,
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1990). Pela publicagao original deste trabalho foram encontrados valores de 0,1 a 4,0
% de HYP em amostras de menor expressao de colageno como o lombo, falukorv
(salsicha sueca de carne e farinha de batata), linguiga de sangue, presunto e, o mais
expressivo, o revestimento externo de presuntos.

Além do método AOAC, em tempo de analise reduzido, a detecgdo
espectrométrica na regido do visivel do derivado de HYP com 1,2-diamino-4,5-
metilenodioxibenzeno (DMB), apos hidrolise de amostras de salsicha e figado suino,
foram encontrados 13,6 e 8,3% de colageno, respectivamente (Silva, Da, Spinelli e
Rodrigues, 2015). Lin e Kuan (2010) desenvolveram um kit de microplacas de 48
pocos para o monitoramento do mesmo derivado de DMB por ELISA, em 550 nm. O
teor de colageno variou de 0,7% a 8,3% em cérebro, rim, figado, musculo, coragao,
testiculos, pulméao e orelha de ratos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccédo por fluorescéncia
(HPLC-FLD) foi a técnica com maior incidéncia na literatura para determinacao de
HYP. Yuswan et al. (2021) utilizaram a deteccao de fluorescéncia de um derivado de
HYP (AccQ-Fluor®) para determinar o conteudo de colageno em pele, carne, gelatina
e alimentos de origem vegetal destinados a dietas mugulmanas, judaicas, hindus,
veganas e vegetarianas, a fim de mitigar conflitos com suas premissas religiosas e
escolhas dietéticas. Além disso, um derivado de fluorescéncia de HYP e PRO com 7-
cloro-4-nitro-benzofurano (NBD-CI) foi usado para quantificar colageno em amostras
de carne e derivados como a mortadela bologna (2,8 a 16,2 mg g™'), pele de porco
(38,9 mg g') e gelatina de colageno (195,5 mg g') usando também a cromatografia
em fase reversa (Vazquez-Ortiz, Moron-Fuenmayor e Gonzalez-Méndez, 2004).

A etapa de derivatizagdo mandatéria € um ponto comum aos métodos,
aumentando os custos, fontes de erros e a morosidade na rotina de analises (Sajid e
Ptotka-Wasylka, 2022). Métodos que contornam esta obrigatoriedade também podem
ser encontrados na literatura. Um método eletroquimico relatou o uso de um eletrodo
de carbono vitreo com nanoparticulas de ouro depositadas para quantificar HYP em
tenddo de Aquiles e urina humana por voltametria ciclica (Durairaj, Sidhureddy e
Chen, 2020). Uma alternativa ndo destrutiva e de anadlise direta foi realizada por
correlagdo da espectroscopia Raman, de infravermelho préximo e de fluorescéncia
para determinar o teor de colageno em 112 amostras simuladas contendo desde o
aditivo de colageno emulsificante, a gordura, carne moida, cartilagem e subprodutos

da industria carnea medidos como teor de HYP de 0,1 a 3,3% para bifes bovinos e 0,4
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a 1,4% para amostras de aves. Neste trabalho foram reportadas limitagdes nas
regressoes lineares, em termos dos coeficientes de determinagao (R* = 0,81 a 0,94)
(Monago-Marafia et al., 2021).

Também isentas da etapa de derivatizagao, instrumentagbes que alcangam
maior seletividade, como a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
sequenciais (LC-MS/MS) com ionizagao por electrospray (ESI) seguida pelo modo de
monitoramento de reag¢des multiplas (MRM), foi combinada com cromatografia em
fase reversa para a deteccdo direta de HYP em amostras de carne. O autor faz
ressalvas para o confundimento entre as massas dos isbmeros de HYP e os
aminoacidos leucina e isoleucina, embora em relacdo ao analito estes ultimos sao
resolvidos cromatograficamente (Colgrave, Allingham e Jones, 2008). A cromatografia
de troca i6nica de alta performance e detecgéo pulso-amperométrica (HPAEC-PAD)
também foi usada para quantificar diretamente HYP como uma estimativa de
colageno, em amostras de mortadela e recheios de massas tipicas italianas, que
retornaram de 1,8 a 2,9% e 1,1 a 4,6% para esta proteina, respectivamente. A
complexidade dos hidrolisados da amostra foi evidenciada por cromatogramas ricos
em sinais de aminoacidos, porém com baixa resolucédo (Messia et al., 2008).

Os métodos com maior especificidade e que contornam a etapa de
derivatizacdo envolvem instrumentagdo com alto custo de aquisicao e manutengao,
dispéndio de solventes e de producido de residuos elevada, o que pode nao ser
atrativo para analises de rotina. Como alternativa aos métodos propostos, a
eletroforese capilar (CE) conta com uma grande amplitude de modalidades a serem
exploradas para esta aplicagdo, além de estratégias promissoras para o
desenvolvimento de alternativas novas para a quantificagdo de colageno via

determinacao do P2C ou sem derivatizar a HYP em matrizes complexas.

2.3 ELETROFORESE CAPILAR

A CE atingiu sua maturidade, especialmente por possuir mais de 30 anos de
desenvolvimento e alcancar a marca de 203.142 publicagdes nas mais diversas areas
do conhecimento (Palmblad, Eck, van e Bergquist, 2023). Sua consolidagdo como
ferramenta de investigacao e quantificagdo esta atrelada as atrativas vantagens como
técnica de separagao, pois apresenta versatilidade, economia, alta frequéncia

analitica e baixo impacto ambiental (Schepdael, Van, 2023).
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O principio de separagdo segrega as espécies por suas mobilidades
eletroforéticas frente a acdo de um campo elétrico. Sdo possiveis separagdes de alta
eficiéncia para moléculas de baixa a alta massa molecular, sejam elas neutras, idbnicas
ou ionizaveis. Na configuragdo mais atual, a CE foi apresentada por Jorgenson e
Lukacs (1981) utilizando capilares de poucos micrometros de didmetro, com aplicagao
de elevadas tensbOes para separar aminoacidos derivatizados. A concepg¢ao da
eletroforese se deu pelo quimico Arne Tiselius em 1937, que foi laureado com um
Nobel de quimica em 1948, por contribuicbes em separagcdes simbdlicas para a
notoriedade da técnica, ao estudar proteinas do soro sanguineo (Landers, 2007).
Nesta formatacgao o instrumento possuia mais de 6 metros de largura e 1,5 metros de
altura, composto por um tubo em formato de U, onde as solu¢des dos tampdes e
amostra eram dispostas de modo que houvesse contato das extremidades com
eletrodos de diferentes polaridades para a aplicagéo da tensao (Kay, 1988).

Este sistema foi miniaturizado para suportes como o gel de agarose e
poliacrilamida, mas o seu transporte para capilares impactou em uso de tensdes
maiores, com o ganho em eficiéncia na transferéncia de calor, frequéncia analitica e
reprodutibilidade (Jorgenson e Lukacs, 1983). Um esquema contendo as partes

essenciais a um instrumento de CE moderno esta representado na Figura 6.

Figura 6 — Diagrama representativo dos componentes basicos de um instrumento de
eletroforese capilar com detecgao na regiao do espectro ultravioleta.
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Em uma analise por CE, o capilar € acomodado para que suas extremidades
figuem em constante contato com os eletrodos, em igual altura de submersao nos
reservatorios de solugado, a fim de evitar a sifonagcédo. O capilar é preenchido com o
eletrélito de corrida (BGE) ao aplicar alguns segundos de presséo sob a solugéo do
reservatorio que o contém. Em seguida, insere-se a amostra por injegdes
hidrodinamicas ou eletrocinéticas, respectivamente, aplicando pressdes ou voltagens
positivas para introduzir pela extremidade de entrada (inlet), enquanto as negativas o
fazem pela saida (outlet). Por fim, a polaridade de cada eletrodo é definida e, em
seguida, a diferenca de potencial é aplicada, direcionando os compostos de acordo
com sua difusdo, mobilidade, reten¢ao ou inércia até a janela de deteccao (Shintani e
Polonsky, 1997).

O tubo capilar € um dos componentes essenciais a separacao e pode ter suas
dimensdes e natureza quimica alteradas em diferentes aplicagdes. Geralmente, o
capilar é feito de silica fundida, em formato cilindrico oco e com especificagdes bem
definidas. Por exemplo, o comprimento total (Lt) e efetivo (Ld), que € a distancia até a
janela de deteccdo, pode variar de dezenas de centimetros a poucos metros. Os
diametros internos (d.i.) sdo mais recorrentes os de 50 e 75 uym. Este pode ser
revestido externamente com a poliimida, para conferir resisténcia térmica e mecanica.
Embora as especificagbes convencionais cubram uma ampla gama de aplicagoes,
outros materiais podem ser utilizados (Landers, 2007; Shintani e Polonsky, 1997).

O capilar resiste a passagem de corrente e, essa energia elétrica é convertida
a calor, sob aplicagao de uma diferenga de potencial proveniente da fonte de alta
tensao. Esse fendbmeno é conhecido como Efeito Joule e é responsavel pelo aumento
da temperatura do capilar, afetando a reprodutibilidade das separagdes (Knox e
McCormack, 1994). Os sistemas modernos controlam e minimizam esse aspecto ao
acondicionar o capilar em cartuchos termostatizados, seja por movimento de
ventoinhas, imersao do capilar em liquidos de resfriamento ou banho por refluxo
externo.

Ainda, o fato de os capilares de silica fundida estarem preenchidos por
solucdes e serem expostos a acdo de um campo elétrico ocasiona a indugao da
movimentagdo do solvente por um fendmeno conhecido como fluxo eletrosmotico
(EOF) (Vitali, Favere e Micke, 2011). Este tem como caracteristica a geragdo do
movimento da solu¢ao na direcdo do catodo, como a representagcdo de uma sec¢ao do

capilar na Figura 7.
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O eletrdlito que preenche o capilar de silica fundida pode proporcionar a
desprotonacgao de grupos silandis (SiOH), deixando-os ionizados (SiO-). O grau de
ionizagao dos silandis (pKa 3,6) pode variar com eletrdlito, sua composicao e pH. Nas
paredes deste capilar, a alta densidade de cargas negativas atrai ions de carga oposta
e que formam uma camada fixa fortemente ligada a esta superficie. ions com maior
liberdade movel formam a camada difusa, pois estdo sob acdo de interagao
coulombica de menor intensidade, mas mantem-se préximos a camada fixa. Um
equilibrio entre as forgas de atragdo com a camada fixa e a repulséo entre os ions que
a compde sao caracteristicas da camada difusa. Esta dupla camada elétrica que esta
adjacente a solugao livre. Com a aplicagao do campo elétrico gera-se uma diferenca
de potencial na dupla camada, promovendo uma movimentacado nos ions da camada
difusa, que dirigem a solugao livre na direcédo do eletrodo de carga negativa (Landers,
2007).

Figura 7 — Representacéo da se¢ao de um capilar de silica fundida utilizado para
separagao em eletroforese capilar. A grande seta representa o sentido de migracao
do fluxo eletrosmoético que move os ions solvatados em dire¢cao ao catodo.
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—— i — — — T T m— — — T m — — — camada
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Parede do capilar de silica fundida

Fonte: de autoria prépria.

O grau de desprotonagao dos silandis séo proporcionais a magnitude do fluxo
eletrosmético. E possivel mensurar a magnitude desta propriedade em termos de sua
mobilidade (peor) que pode ser calculada pela Equacdao 1, mediante dados
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experimentais de eletroferogramas em um dado pH. Com posse do L4 e Lt
experimentais, da tensido aplicada (U) e do tempo de migragdo do EOF (teor). O

grafico que relaciona a mobilidade do EOF com o pH esta exposto na Figura 8.

Lg Lt

= 1
UEOF tror U (1)

Figura 8 — Mobilidade do fluxo eletroosmético (EOF) em fungao do pH do eletrdlito.
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Fonte: adaptado de Vitali; Favere; Micke (2011).

A exploracdo desta particularidade que é inerente aos capilares de silica
propiciou o desenvolvimento de estratégias que se adaptam a esta caracteristica ou
propde-se a contorna-la. Desta maneira, destacaram-se modalidades que se
subdividem em eletroforéticas, eletrocinéticas, eletrocromatograficas, focalizagéo
isoelétrica, dentre outras. A modalidade mais disseminada € a eletroforese capilar de
zona (CZE) em que os solutos migram em uma solugao com capacidade tamponante.
dependendo de sua propria mobilidade, que pode sofrer alteragdes mediante aditivos
como surfactantes e solventes organicos (Shintani e Polonsky, 1997).

O fato de a CZE ocorrer em uma fase homogénea possibilitou que a migragao
dos ions fosse descrita por modelos matematicos. Para a determinacéo da mobilidade
eletroforética (ue) a Equacédo 2 demonstra a dependéncia direta que esta tem com a

carga (q) e inversa do produto do raio hidratado e da viscosidade (n) do BGE.

_4q
He = G 2)
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A uma dada condicéo de pH, o equilibrio de espécies pode estar deslocado a
um determinado percentual de espécies na forma ionizada ou neutra.
Matematicamente, isto pode ser representado pelo grau de dissociagdo (a). Nesta
condigao € evidenciada a mobilidade efetiva (Jef), calculada pelo produto descrito pela

Equacao 3.

Hef = D0l (3)

A Uef € uma propriedade constante em um determinado BGE, desta maneira,
as equacodes preveem e facilitam o desenvolvimento de métodos por estratégias de
simulagdes in silico. Sendo desconhecida a pe para um determinado ion, esta
propriedade pode ser obtida experimentalmente. Williams e Vigh (1996) reportaram
um meétodo rapido para determinagdo da mobilidade para cations e anions em uma
Unica analise. Quando avaliada esta propriedade em uma ampla faixa de pH pode-se
construir curvas de per versus pH e determinar a condicdo em que 50% das espécies
estdo dissociadas, onde ha equivaléncia com o logaritmo da constante de dissociagéo
acida (pKa). Um modelo experimental que se adeque e explique os dados
experimentais, pode ser utilizado para o calculo e determinagao do pKa (Fuguet et al.,
2008).

Com as informagbes de pKa e da pe, softwares como o Peakmaster,
desenvolvidos pela comunidade cientifica, aliaram a alteracdo de parametros
instrumentais, comuns a eletroforese capilar, e a observagao de eletroferogramas com
alta correlagdo com os obtidos experimentalmente (Oliveira Neves, de e Leal de
Oliveira, 2020). A biblioteca de compostos agrega dados de pKa e mobilidades idnicas
que advém de trabalhos prévios da literatura (Hirokawa et al.,, 1983, 1993). A
ferramenta destaca-se por minimizar o dispéndio de insumos, numero de
experimentos e o tempo para otimizacdo da separacdo. Dentre as variaveis
independentes pode-se alterar o Lt L4, voltagem, polaridade dos eletrodos, a
concentragao e os componentes do BGE (Gas et al., 2005). A uma dada composigao
de BGE, o software retorna o seu pH, forca ibnica, condutividade, resistividade e a
capacidade tamponante. Ainda, o software corrige a mobilidade e a calcula utilizando
os coeficientes de atividade, respectivamente, pelas equagdes de Onsager-Fuoss e
Debye-Huckel (Gas, 2023).
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2.3.1 Eletroforese capilar na determinagao de 4-trans-hidroxi-L-prolina para

acessar o teor de colageno

Uma fatia dos estudos académicos encontrados na base de periédicos Web
of Science, publicados de 1990 até 2023, contendo as palavras chaves “capillary
electrophoresis” and “hydroxyproline”, retornou 76 artigos. Em média, foram 2,30
publicagdes por ano, sendo 2 artigos de revisdo, 40 associados as ciéncias de
separagao e outros de diversas areas do conhecimento. A inclusdo do termo “meat’
limitou os resultados a 4 estudos e a associagao de “dietary supplements” encontrou
1. A Tabela 1 sumariza particularidades dos métodos de CE. Para comparagao, foram
incluidos trabalhos citados na segéo 2.2.3 que utilizaram a cromatografia a liquido.

Os métodos reportados por CE foram mais rapidos e atingiram limites de
deteccao equiparaveis aos de HPLC. A cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)
com dodecilsulfato de sodio foi a principal modalidade de separagao explorada na
determinacdo de HYP (Chu, Evans e Zeece, 1997; Dong et al., 2012; Mazorra-
Manzano et al., 2012). Dong et al. (2012) monitoraram o derivado de HYP com fluoro-
4-nitro-benzofurano (NBD-F) ao realizar a reacéo de derivatizagao online, dentro do
capilar, e detecta-lo por fluorescéncia induzida por laser (LIF). Mazorra-Manzano et
al. (2012) desenvolveram um método para amostras de produtos carneos mexicanos
usando um derivado com fluorescamina e detecg¢ao por fluorescéncia, para construir
um indice do teor de colageno para produtos carneos. Um CE modificado com
deteccao no capilar de fluorescéncia induzida em fibra 6tica emissora de luz (ICOF-
LED-IFD-CE) determinou o derivado de HYP com isotiocianato de fluoresceina em
tempo de analise curto e em condigdes amenas. No entanto, esse método ainda exigiu
derivatizacdo em um sistema CE convencional (Ji et al., 2018).

A Unica determinagcdo em suplementos alimentares de 4-hidroxiprolina € a
reportada por Bernardo-Bermejo et al. (2023), em um método de eletrocromatografia
assistida por ciclodextrina (CD-EKC) utilizando a metil-p-ciclodextrina na separagao
dos derivados da reagao entre o padrao de HYP e seus estereocisomeros com
cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-CI). Dentre os estereocisomeros, apenas a
HYP possuiu concentragdes detectaveis nas amostras. Ainda, a analise de
hidrolisados de colageno perimisial e musculo bovino realizada por Chu et al. (1997)
revelou apenas a forma trans da HYP sem a interferéncia de seus isbmeros planos e

espaciais, ao monitora-lo apés derivatizacdo com feniltiohidantoina.
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Tabela 1 — Métodos de separagdo em meio liquido na determinagdo de colageno via 4-hidroxi-L-prolina em matrizes alimenticias

(continua)
Método analitico
Analitos Amostras Preparo de amostra Instrumentacgao Exatidao tggﬁ Refs
ou Procedimento extrator e condigoes do método de analise (CV%) (ug L) )
I HPAEC-FLD? (50 min.)
- [o]
trans-4-hidroxi- 20 amostras 1) Hidrolise (24 h - 110°C), AccQ Tag - 36°C (150 x 3,9 mm, 4 um)
L . . de gelatinas 200 mg em 5 mL HCI 6 mol L ey . I Yuswan
-prolina (perfil . ~ injegdo 10 uL, gradiente — 1,0 mL min 2,02/
de origem 2) Avolumar em bal&do de 100 mL ™ ) 85-100 etal
de . . ~ . (A) AccQ Tag™ Eluent (1:10) 6,72
o animal e 3) Filtragdo em seringa (0,45 mm) o (2021)
aminodcidos) AN ™ (B) ACN (100%)
vegetal 4) Derivatizagado com AccQ-Fluor
(C)H20
mortadella di
bologna, ey . . 3 .
trans-4-L- salamini 1) Hidrélise em micro-ondas (20 min.), HPAEC-PAD? (62 min.)
hi L N 25 mg em 8 mL de HCI 6 mol L7; Aminopac PA10- 25°C (250 x 2,0 mm, 8,5 ym) MESSIA
idroxiprolina italiani alla N E = . iniecso 25 ul diente — 0.25 mL min-! 97-104 . t al
(perfil de cacciatora e ) vaporacao; injegao 25 pL, gradiente — 0,25 mL min - [n.i.] etal,
aminodcidos) massas 3) Reconstituicdo com 0,1 N HCI (A) NaOH 250 mmol L (2008)
f 4) Filtragéo (B) HsCCOONa 1 mol L
rescas
recheadas
10 amostras 1) Desengorduragéo LC-MS/MS* (5 min.) - 132 > 68 m/z
trans-4-hidroxi- de muasculos  2) Hidrdlise (10 h em N2- 110°C), Zorbax SB-Aq - [n.i] 069/ Colgrave
L-prolina semimembra 3 mg em 2 mL HCI 6 mol L' injecdo 10 L, isocratico — 0,7 mL min-! 90-108 [n’ il et al.
P nosus de 3) Liofilizacao (A) HCOOH 0,1% ' (2008)
ovelha 4) Reconstituicdo em 1 mL HCOOH 0,1%  (B) ACN, HCOOH 0,1%
1) Hidrolise (6 h - 150°C), HPLC-FLD (15 min) - 430 (ex.) - 624 (em.) nm i
trans-4-hidroxi- 14 amostras 3,0 mg em HCI 6 mol L*; Microsorb short-one C18 (100 x 4,6 mm, 3 um) VAZQUE
. de produtos < A . N . - 0.003/ Z-ORTIZ
L-prolina e CAMEOS 2) Evaporagéo sob vacuo; injecédo - 10 uL, gradiente — 1,0 mL min 94-100 [n.i] ot al
prolina diversos 3) Reconstituicdo 0,2 N citrato (pH 2,2) (A) HsCCOONa 0,1 M (pH 7.2) " (200'4)

4) Derivatizagdo com NBD-CI° (5 min.)

(B) Metanol:tetrahidrofurano (80:20)
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Tabela 1 — Métodos de separagdo em meio liquido na determinagdo de colageno via 4-hidroxi-L-prolina em matrizes alimenticias
(continuacao)

Método analitico

Analitos Amostras Preparo de amostra Instrumentagéao Exatidao ::ggl Ref
ou Procedimento extrator e condigdes do método de analise (CV%) (mg L") ers.
Chorizo 1) Hidrolise (16h - 105°C) Mazorr
mexicano 4 gem 30 mL 7 mol L' H2SO4; MEKC-DAD® (20.0 min.) - 214 nm a-
salsicha ’ 2) Neutralizagdo "BGE: 50 mmol L' tetraborato (pH 9,3), Manza
hidroxiprolina Iinguigaé 4 mol L NaOH, TBS 0,1 mol L 100 mmol L' dodecilsulfato [n.i] [n.i] no et
presunto 3) Filtrac&o (0,22 mm) 8Lt: 57 cm °Lq: 50 cm; 50 pm '0d.i. al
cozido 4) Derivatizagdo com fluorescamina 30 mbar por 10 s, 12 kV, 33°C (2'012)
5) Evaporagao por centrifugagao (75°C)
20 amostras
trans-4-hidroxi- de Tenseur 1) Dissolucao das amostras em 12CD-EKC-DAD (21 min.) - 200 nm Bernar
L ; forte tampao borato 200 mmol L' (pH 9,0) BGE: 10 mmol L' metil-y-CD, do-
-prolina e . : 4 0,15/ ,
estereoisome- (Nsuplementag 2) Banhc_) ultra§30|co por 15 min. 75 mmol L1 fostato (pH 7,0) _ 94-116 047 Bermej
[0S do de 3) Centrifugacao por 10 min. Lt: 80,5 cm La: 72 cm; 50 ym d.i. ’ oetal
hidroxipro- 4) Derivatizagdo com ""FMOC-CI (2 min.) 50 mbar por 10 s, 15°C, 30 kV (2023)
lina)
1) Hidrdlise (16h em N2z - 105°C)
_ 100 mg em 15 mL 6 mol L-" HCI 131COF-LED-IFD-CE (8 min.)
Bebidas 2) Filtragao . P .
L-hidroxiprolina lacteas e leite 3) Centrifugagao BGE: 20 mmol L™ borato (pH 9,4) 98-103 0,08 Jiet al.
Lt: 47,5 cm La: 45 cm; 75 ym d.i. ’ (2018)

em po

4) Rota-evaporagao (eliminar HCI)
5) Neutralizagdo com NaOH
6) Derivatizagado com fluoresceina

20 cm por 15 817 kV
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Tabela 1 — Métodos de separagdo em meio liquido na determinagdo de colageno via 4-hidroxi-L-prolina em matrizes alimenticias
(concluséao)

Método analitico

Analitos Amostras Preparo de amostra Instrumentagao Exatidao ::ggl Ref
ou Procedimento extrator e condigoes do método de analise (CV%) (mg L") ers
trans-4-hidroxi-  Colégeno 1) Hidrolise (24h em N2 - 110°C) MEKC-DAD (15 min.) - 254 nm
L-prolina e perimisial e 50 mg em 5 mL 6 mol L-' HCI BGE: 75 mmol L ' dodecilsulfato, Chu et
estereoisome-  masculo 2) Evaporagéo por centrifugagéo 50 mmol L-* malonato (pH 5,0) 89-99 [n.i] al.
[0S bovino 3) Derivatizagao com o-ftaldeido Lt: 40 cm Lq: 40 cm; 50 pm d.i. revestido com (1997)
4) Derivatizagao com feniltiodantoina dietanolamina, 15 kV
o SMEKC-LIF (7 min.) - 473 (ex.) - 520 (em.) nm
L-prolina e - oepidas BT 50061242003 . Shina BGE: 30 mmol L dodecilsulfato, 0,00z Donget
hidroxiprolina lacteas/soja e 2) Diluigao de 10000 vezes 25 mmol L' tetraborato (pH 9,7) 95-103 [n.i] al.
leite em po Lt: 50,2 cm La: 40 cm; 50 pym d.i. w (2012)

A o 1 .
3) Derivatizagao in-capillary *NBD-F 35 mbar por 5 s, 25°C, 20 KV

Legenda e siglas: 'LOD e LOQ - limites de detecgdo e quantificagdo; 2HPAEC-FLD — cromatografia liquida de troca iénica com detecgdo por fluorescéncia;
SHPAEC-PAD - cromatografia liquida de troca i6nica com detecgdo amperométrica; LC-MS/MS — cromatografia liquida com detecgdo por espectrometria de
massas sequencial; SNBD-CI - 7-cloro-4-nitro-benzofurano; SMEKC-DAD - eletrocromatografia micelar com detecgdo de arranjo de diodos; "BGE: eletrdlito de
corrida; 8Lt comprimento total do capilar; °Ls: comprimento do capilar até a janela de detegdo; '°d.i.: didametro interno; ""FMOC-CI: Cloroformiato de 9-
fluorenilmetila; ">2CD-EKC-DAD: eletrocromatografia assistida por ciclodextrina e detecgdo de arranjo de diodos; *ICOF-LED-IFD-CE: eletroforese capilar com
deteccgao no capilar por fluorescéncia induzida em fibra 6tica emissora de luz; '“MEKC-LIF: eletrocromatografia micelar com detecg¢ao de fluorescéncia induzida
por luz.
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A baixa detectabilidade da HYP por CE convencional foi registrada por
(Guzman et al., 1992) que exibiu eletroferogramas isentos de sinais, entretanto obteve
sucesso na deteccao dos derivados de fluoroescamina em 214 nm. Para analitos com
baixa absortividade molar, a CE apresenta uma alternativa promissora e indireta de
deteccdo UV. Com a vantagem de nao requisitar modificagdes nos instrumentos

convencionais ou aquisicao de consumiveis de dificil disponibilidade.

2.3.2 Deteccao ultravioleta indireta por eletroforese capilar

O método proposto por (Oliveira Neves, de e Leal de Oliveira, 2020)
determinou, simultaneamente, a creatinina e o perfil de aminoacidos em 200 nm.
Neste trabalho, foi observado um limite de quantificagdo (LOQ) de 8,24 mg dL-"
(inje¢cao de 15 mbar por 4 s) para a creatinina, que possui maior absortividade molar
comparado aos aminoacidos, cuja estrutura ndo contém ampla conjugacdo de
elétrons 11, como é o caso da HYP. Este valor exemplificou a limitacdo da quantificagao
direta dos aminoacidos quando nao derivatizados.

A reagao de derivatizagao é uma etapa adicional em um desenvolvimento de
métodos e, como conseguinte, uma fonte de erros. Ainda, a indisponibilidade ou custo
de aquisicdo do reagente derivatizante pode vir a inviabilizar o experimento. Uma
alternativa para contornar a obrigatoriedade desta etapa, que também visa determinar
especies com baixa absortividade molar, € a detec¢cao UV indireta viabilizada pela
instrumentacido e composi¢cao de BGEs utilizada pela CZE.

Nesta estratégia € incorporado ao BGE um componente que possua a
caracteristica de absorver radiacdo eletromagnética na regiao do UV, promovendo
constante absorbancia de fundo. Desta maneira, o analito é detectado como um pico
decrescente no eletroferograma ao substituir o componente croméforo do BGE
quando ambos estdo passando pela janela de detecgédo (Landers, 2007). Tal fato
propicia o0 monitoramento do analito pelo decréscimo na absorbancia do BGE. A
sensibilidade da deteccdo é dependente da absortividade molar do componente
cromoéforo em seu comprimento de onda de maxima absorgao, sua concentragao ser
alta suficiente para viabilizar uma faixa dindmica abaixo da saturagado do detector, da
carga deste componente e, bem como, a razdo de transferéncia que consiste no
numero de mols do cromoéforo que é substituido por 1 mol do analito. A substituigao

equimolar tem ocorréncia quanto mais proxima for a mobilidade eletroforética do
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cromoforo e do analito. Tal fato corrobora para a detectabilidade pelos mesmos
principios da EMD, minimizando distor¢gdes de um pico gaussiano e potencializando a
eficiéncia eletroforetica (BUCHBERGER; COUSINS; HADDAD, 1994).

Na modalidade de detecgédo UV indireta, de maneira geral, os aminoacidos
sao suscetiveis a retornarem sinais negativos, devido a absortividade molar destes
analitos ser inferior a maioria dos cromoéforos utilizados na composigéo do BGE. Desta
maneira, em hidrolisados proteicos s&o previsiveis eletroferogramas caracteristicos
de perfis de aminoacidos totais, cuja riqueza de sinais pode ocasionar problemas de
seletividade que inviabilizam a analise ou causam problemas de precisdo e exatidao
em analises quantitativas.

Neste sentido, os parametros instrumentais de CE podem ser otimizados por
estratégias in silico e planejamentos de experimentos (DOE) (Hancu et al., 2021,
Orlandini, Gotti e Furlanetto, 2014). Ainda, uma classe de compostos que se destaca
na separagcao de estereoisoméros, pode ser utilizada como aditivo no BGE para

ajustar problemas de comigragéo e seletividade, estas sdo as ciclodextrinas (CD).

2.3.3 B-ciclodextrina na eletroforese capilar

As ciclodextrinas nativas e funcionalizadas sdao uma classe de aditivos
aplicados a CE e as ciéncias da separacao, pelo seu reconhecimento enantiomérico
e, por conseguinte, separagao quiral. Sao oligossacarideos compostos por unidades
de d-glucopiranose unidas por ligagdes a-(1—4). Obtidos a partir da degradagéao do
amido quando obtidos os produtos de 6, 7 e 8 unidades de glicose, identificadas,
respectivamente como a, B e y-ciclodextrinas. Aumentam a seletividade de separagao
devido a sua conformacao espacial criar uma cavidade central hidrofébica e exterior
hidrofilico devido aos grupos hidroxila (Zhou, Tang e Ng, 2013).

Dentre as ciclodextrinas nativas, a (-ciclodextrina (3-CD) € a mais eficiente
em separacgdes por CE em termos de seletividade para analitos de baixa massa molar
(Luong e Nguyen, 1997; Szente e Szeman, 2013). As hidroxilas da B-CD conferem
solubilidade em agua, porém limitada a 16,3 mmol L' a 25°C (Cedillo-Flores et al.,
2022). Possui alta estabilidade em pH alcalino e ainda se apresenta neutra em ampla
faixa de pH, com pKa de 13,5 + 0,2 a 22,5°C, respectivo as hidroxilas adjacentes aos
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carbonos 2 e 3 (Gaidamauskas et al., 2009). Sua atoxidade, baixo custo comparado
as outras CDs e biocompatibilidade, a tornam interessante para inumeras aplicagdes.

Em artigo de revisdo, Kitagawa e Otsuka (2011) definem diferentes
mecanismos de separag¢ao associados ao uso das CDs em CE. Em suas formas
neutras ocorre o mecanismo de CZE e a seletividade, bem como a diferenca na
difusdo original, podem ser ampliadas pela formagdo de um complexo de inclusao,
quando houver afinidade e interagao entre os analitos com as CDs e pelo encontro
entre ambas as zonas. Ainda, as CDs podem formar uma pseudo-fase estacionaria
por interagdo com os grupos silanodis quando inclusas carregadas na composi¢ao do
BGE, mais comumente, como derivados aniénicos e catidénicos. Ocorre a interagao
dos analitos com esta nova fase, caracterizando o mecanismo de cromatografia
eletrocinética assistida por ciclodextrina (CD-EKC). Este termo hifenado foi cunhado
para diferenciar o agente que propicia a assisténcia e manutengdo do mecanismo de
separagao, como por exemplo, as micelas em MEKC. Porém, a comunidade cientifica
ora reporta métodos CD-CZE como CD-EKC e vice-versa. Por exemplo as
caracteristicas quimicas dos derivados metilados e sulfonados da B-CD foram
exploradas como pseudo-fases estacionarias em um método CD-EKC, e uma de suas
aplicacoes foi a enantioseparagao de aminoacidos (Bernardo-Bermejo et al., 2023;
Pérez-Miguez, Marina e Castro-Puyana, 2016; Zhou, Tang e Ng, 2013).

A evidéncia de formagdo de complexos de inclusdo em uma proporgéo 1:1
entre a B-CD com aminoacidos como a L-prolina, L-metionina e L-glutamina foram
reportados nos ensaios de Kundu, Saha e Roy (2017), apds avaliacdo da variagao
das tensdes superficiais de solugdes aquosas contendo quantidades crescentes de B-
CD e confirmada também por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('"HNMR).
Outro estudo que reforga esta hipotese € o de Zaboub et al. (2016), e em ambos os
trabalhos evidéncias de que as interacdes hidrofobicas ocorreram entre a cavidade de
B-CD e os aminoacidos, porém predominantemente e em maior intensidade as
interagdes hidrofilicas entre os zwitterions e as hidroxilas. Embora, ndo haja estudos
avaliando a inclusdo da HYP com a B-CD esta estratégia parece promissora,
especificamente pela evidéncia experimental e por calculo computacional de formagao

do complexo com um aminoacido analogo, a PRO, como representado na Figura 9.
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Figura 9 — Representagao da formagao do complexo de inclusédo entre L-prolina e b-
ciclodextrina.
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Fonte: Retirado de Kundu & Saha & Roy (2017).

2.4  AVALIACAO DO VERDOR DE METODOS ANALITICOS

No geral, a eletroforese capilar pode ser considerada uma escolha verde
dentre os métodos de separacao disponiveis. Especialmente, pelo baixo consumo de
reagentes e minima produgao de residuos (Ranasinghe e Quirino, 2021). Porém, os
métodos precisam ser avaliados sobre diretrizes para que esta consideracéo facga
sentido. Gatuszka, Migaszewski e Namiesnik (2013) citam 12 principios da quimica
analitica verde que incluem: Técnicas analiticas diretas para evitar preparo de amostra
(1); Minimizar a quantidade e o numero de amostras (2); Medidas in situ (3); Integragao
de processos e operacgoes analiticas para poupar energia (4); Métodos automatizados
e miniaturizados (5); Evitar derivatizacdes (6); Evitar geracao de grandes volumes de
rejeito e providenciar a gestdo do residuo analitico (7); Optar por métodos
multianalitos ou multiparametros (8); Uso energético minimizado (9); Preferivel
reagentes de fontes renovaveis (10); Reagentes tdxicos devem ser eliminados ou
substituidos (11); A seguranca do operador deve ser ampliada (12).

Atualmente, sao diversas as alternativas para realizar a avaliagao do verdor
dos métodos analiticos. A eco-escala analitica utiliza de pontos de penalidade para
avaliagdo de caracteristicas do método, em termos do risco e perigo que as
substancias oferecem, o risco ocupacional, o consumo de energia € a geragao de
residuos. Por fim, sdo atribuidos e deduzidos os pontos de penalidade do método que
inicia com 100 pontos, ou seja, a suposigao de que o procedimento é 100% verde. As
faixas de avaliacao, apds a deducgao dos pontos de penalidade s&o: maior que 75 e
50 sao considerados procedimentos excelentes e aceitaveis, enquanto os abaixo de

50 séo classificados como inaceitaveis (Gatuszka et al., 2012).
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Ainda, Nowak, Wietecha-Postuszny e Pawliszyn (2021) ampliaram a avaliagao
por um algoritmo desenvolvido em uma planilha do software Excel, atribuindo o
conceito de quimica analitica branca, ao adicionar critérios e aspectos analiticos e
praticos, atribuindo para estes parametros, respectivamente, as cores vermelha e
azul, que quando combinadas ao verde resultam na cor branca e suas nuances.

Todavia, as alternativas mais diretas e praticas sdo métricas que podem ser
mensuradas por softwares, tornando a medida mais conveniente e menos suscetivel
a erros. Algumas ferramentas destacaram-se para medigdes voltadas para o preparo
de amostra, bem como para reportar a todo o método analitico (Pena-Pereira et al.,
2022; Pena-Pereira, Wojnowski e Tobiszewski, 2020; Ptotka-Wasylka, 2018). Em
especial, a ferramenta AGREE tornou-se interessante por viabilizar a atribuicdo de
valores de 0 a 1 para os métodos, sendo 1 a suposicdo de maximo verdor analitico.
Este valor fica no centro de uma circunferéncia subdividida em 12 secgdes
enumeradas, cuja nuance de cor verde, amarelo e vermelho indica da maior para a
menor concordancia com os 12 principios da quimica analitica verde (Pena-Pereira,
Wojnowski e Tobiszewski, 2020).

Diante de todo o contexto apresentado, desde as matrizes, as estratégias de
separagao mencionadas e as ferramentas de avaliacdo dos principios de quimica
analitica verde, o presente trabalho tem por objetivo desenvolver um novo método por
eletroforese capilar com deteccao UV indireta para determinar o teor de colageno via
quantificacdo da HYP em produtos carneos e suplementos alimentares.
Alternativamente, avaliar a viabilidade de realizar a mesma aferigdo por outra via, ao
desenvolver um método também por eletroforese capilar para determinar o acido 2-
pirrolcarboxilico como produto da oxidagao da trans-4-hidroxi-Lprolina com cloramina-
T. Em ambos as abordagens pretendem-se evitar o uso de derivatizantes, minimizar
0 uso da massa de amostras e volume de solventes e utilizar a passivagao para tornar
inbcuo o residuo gerado para que o método desenvolvido esteja alinhado aos

preceitos da quimica analitica verde.
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30BJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

Utilizar a eletroforese capilar para desenvolver novos métodos independentes,

em que ambos visem determinar o teor de colageno pela via de quantificagao da 4-

trans-L-hidroxiprolina e do acido 2-pirrolcarboxilico em amostras de suplementos

alimentares e produtos carneos.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Determinagao do acido 2-pirrolcarboxilico

Realizar curva de mobilidade versus o pH, a fim de determinar o pKa e
a faixa de pH mais promissora para desenvolver o método para o acido
2-pirrolcarboxilico;

Utilizar a experimentacgao in silico para selecionar os componentes do
BGE e suas concentracbes, o padrao interno e os valores para os
parametros de separagao;

Comparar a separagao simulada com a experimental e avaliar a sua
repetitividade nas condi¢des otimizadas;

Avaliar a linearidade e a seletividade;

Realizar hidrolise, neutralizacdo e oxidagao de solucdo simuladas e
amostra de produto carneo;

Identificar produtos e interferentes da reacédo por MECK e MS;

3.2.2 Determinacao da trans-4-hidroxi-L-prolina

Utilizar a experimentacao in silico para sele¢cédo do pH, composig¢ao do
BGE e padrao interno;

Comparar eletroferogramas simulados e experimentais nas condigdes
observadas para otimizacao in silico;
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Utilizar estratégia multivariada para a escolher o comprimento do
capilar, tensao, temperatura e concentracdo de b-ciclodextrina para
ampliar a seletividade da separacéo entre aminoacidos interferentes e
a HYP em padrdes aquosos;

Hidrolisar amostras de suplementos alimentares e produtos carneos;
Avaliar a limpeza da amostra pela concomitante precipitacédo e
neutralizagdo dos hidrolisados com carbonato de estréncio;

Validar o método desenvolvido em termos de linearidade, seletividade,
efeito de matriz, precisao e exatidao;

Analisar por estatistica comparativa o teor de colageno e HYP
observados pelo método proposto e por um método de LC-MS/MS;
Aplicar o método em amostra reais e determinar o teor de colageno em
amostras disponiveis no comércio nacional;

Avaliar o verdor analitico do método desenvolvido, tanto pela eco

escala quanto pelo software AGREE.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Foram preparadas solugdes com reagentes de grau analitico em agua
ultrapura a 18,2 MQ cm (Millipore, Bedford, EUA). O método desenvolvido para o P2C
(=2 99,0%) requisitou de cloramina-T (99,0%) acido clorogénico (95,0%), tris-
hidroximetilaminometano (TRIS, 99,9%), acido morfolinoetanosulfénico (MES,
99,0%), acido acético (99,7%), acido isobutirico (99,0%) e acido hidroxisobutirico
(98,0%) obtidos da Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil). O acido fosférico (85,0%),
dihidrogénofosfato (99,0%), monohidrogenofosfato (98,0%), bicarbonato (99,0%) e
carbonato de sédio (99%) foram obtidos da VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) e o acido
latico (85,0%) da Synth (Sao Paulo, Brasil).

Para determinar a HYP (= 99,0%) foram utilizados o acido 2-
(ciclohexilamino)etanossulfénico (CHES, > 99,0%), acido 4-
morfolinopropanossulféonico (MOPS, = 99,5%), histidina (HIS = 99,0%), triptofano
(98,0%), B-CD, (= 97,0%), butilamina (BUT, 299,5%), alanina (98,0%), serina (99,0%),
valina (98,0%), metionina (98,0%), cisteina (98,0%), tirosina (98,0%), fenilalanina
(98,0%), PRO (99,0%), GLY (99,0%), acido aspartico (98,0%), asparagina (98,0%),
arginina (98,0%), acido glutamico (99,0%), glutamina (99,0%), treonina (98,0%), lisina
(98,0%), isoleucina (98,0%), leucina (98,0%) e taurina (99,0%) adquiridos da Sigma
Aldrich (Sao Paulo, Brasil). O acido sulfurico (95-98%) da Vetec (Sao Paulo, Brasil) e
o carbonato de estroncio (98,0%) da Labsynth (Sdo Paulo, Brasil) utilizados para
hidrolisar e limpar a amostra, respectivamente. O hidroxido de sédio (1 mol L") foi
adquirido da Agilent Technologies (Palo Alto, EUA). Diariamente, foram preparadas a
1000 mg L' solugdes-estoque de HYP, CHES (padrao interno (IS) de amostras de
suplementos alimentares) e MOPS (IS para produtos carneos).

4.2 INSTRUMENTAL

4.2.1 Instrumento de eletroforese capilar

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de CE equipado com um

detector de arranjo de diodos (DAD) (modelo 7100, Agilent Technologies, Palo Alto,
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EUA). O software Chemstation (versdo A.06.01, Agilent Technologies, Palo Alto, EUA)

foi utilizado para a analise dos dados.

4.2.2 Condigdoes instrumentais para o do método de determinagao do acido

pirrol-2-carboxilico por CZE-DAD

Para a determinacdo direta do P2C, o capilar de silica fundida com
revestimento externo de poliamida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, E.U.A.)
com dimensdes de 32 cm x 50 ym d.i. x 375 pym d.e. foi preenchido com um BGE
composto por 20 mmol L' de acido latico e 40 mmol L-' de TRIS, resultando em pH
8,1, a 25°C. A amostra foi introduzida na extremidade mais préxima da janela de
deteccdo, com 8,5 cm de L4, por aplicagcdo de uma pressdo de -50 mbar por 5
segundos. A polaridade do eletrodo foi definida como negativa a -30 kV de tensao. A
detecgdo foi de 255 nm e a padronizacgédo interna realizada com acido clorogénico.
Novos capilares foram condicionados sob pressédo de 950 mbar em lavagens de
hidréxido de sodio 1,0 mol L', agua deionizada e BGE por 30 minutos cada. Entre

analises, 30 segundos de BGE foram admitidos como tempo de pré-condicionamento.

4.2.3 Condigdes instrumentais para execugdao do método de determinagao da

trans-4-hidroxi-L-prolina por CD-CZE-DAD com detec¢do UV indireta

A determinacdo da HYP foi realizada em um capilar de silica fundida Lt de
64,5 cm, sendo 56 cm de L¢ 75,0 ym de d.i. x 375,0 ym d.e. (Polymicro Technologies,
Phoenix, EUA). Novos capilares foram condicionados com NaOH 1 mol L™ (30
minutos), agua (10 minutos) e BGE (10 minutos). Entre as corridas, a capilar foi
condicionado com BGE por 75 segundos. Este foi substituido a cada 10 corridas. O
BGE foi composto por HIS 25 mmol L', BUT 180 mmol L' e -CD 10 mmol L', a um
pH 11,4 (£ 0,1). O pH foi medido com um pHmetro modelo B474 (Micronal, Sdo Paulo,
Brasil). O BGE foi submetido a banho ultrassénico por 4 minutos e filtrado em filtros
de seringa de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,45 um (Filtrilo, Parana, Brasil). O pH
das amostras foi ajustado para 11,4 usando BUT e foram injetadas em modo
hidrodinamico, a 50 mbar por 7 segundos e 15 segundos para suplementos

alimentares e para produtos carneos, respectivamente. As separagdes foram
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realizadas a 12,5 °C. A deteccgao foi feita em 220 nm. A voltagem de separacgao foi
ajustada para 30 kV com polaridade positiva na extremidade de injecdo. A temperatura

do laboratério foi mantida a 20°C e a umidade abaixo de 10%.

4.2.4 Instrumentacao e condicoes do método comparativo para determinagao
da trans-4-hidroxi-L-prolina por LC-MS/MS

O método comparativo utilizando LC-MS/MS foi adaptado de Colgrave,
Allingham e Jones (2008) para a quantificagdo de HYP e determinacao do teor de
colageno em amostras selecionadas. Foi utilizado um sistema de HPLC (modelo série
1200, Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) acoplado a um MS equipado com um
analisador de massas triplo quadrupolo e fonte de ionizagao por electrospray (ESI)
(modelo Q trap 3200/Turbo VTM, Applied Biosystems/MDS Sciex, Vaughan, Canada).
As separagbes foram realizadas em uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 100
mm; 3,5 ym) adquirida da Agilent Technologies (Palo Alto, EUA). A vazéo da fase
movel foi de 200 yL min' e esta era composta por 95% de acido féormico 0,1% (A) e
5% acetonitrila:agua (95:5, B). A temperatura da coluna foi ajustada para 30 °C. O
volume de injecao foi de 5,0 uL. A voltagem de ionizagao foi selecionada no modo
positivo a 5500 V, a temperatura em 450 °C, o fluxo dq curtain gas a 20 psi, gas
nebulizador 1 a 35 psi, gas nebulizador 2 a 20 psi e o fluxo médio para o gas da célula
de colisdo (CAD). Para a quantificacao de HYP, a taurina (TAU) foi usada como IS, e
as transicdes foram, respectivamente, m/z 132,0 — 68,0 e m/z 126,0 — 44,0,
enquanto para confirmacao, a transicao de m/z 132,0 — 58,0 e m/z 126,0 — 108,0. A
exatiddo do método proposto foi avaliada comparando-se estatisticamente o teor de

colageno (g/100 g) em amostras de p6 para bebida e linguica brihwurst.

4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO PARA DETERMINACAO DO ACIDO
PIRROL-2-CARBOXILICO E SUA APLICACAO

4.3.1 Determinagdo do pKa e mobilidade do acido pirrol-2-carboxilico

A curva de mobilidade do P2C em funcao do pH foi determinada utilizando o

procedimento descrito porWilliams e Vigh (1996). Os experimentos foram em sete
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diferentes BGEs aquosos com forga idnica aproximada de 20 mmol L' e valores de
pHs entre 2,0 e 8,5. O acido benzoico, de mobilidade conhecida, foi selecionado como
controle e submetido ao mesmo procedimento. As mobilidades calculadas foram
corrigidas pela equagdo de Onsager-Fuoss. A descricdo detalhada do procedimento
utilizado, o equacionamento, a concentragao, pH estimado e experimental, bem como
a composicao de cada tampao e os eletroferogramas podem ser visualizados no
Apéndice A. Por fim, a determinagao do pKa para o P2C baseou-se na relagéo entre
a mobilidade efetiva e o pH. O modelo matematico que melhor descreveu a funcao

para o P2C esta apresentado no Apéndice B e foi avaliado pelo OriginLab ver. 2023b.

4.3.2 Otimizagoes in silico das condigcoes de analise do acido pirrol-2-

carboxilico

No software Peakmaster (ver. 5.4) foram fixados o L4 em 8,5 cm e Lt de 32
cm, polaridade positiva na extremidade da injecao e 30 kV de tensédo. A composigao
do BGE foi selecionada com o suporte da base de dados do software. Suas
concentragdes foram otimizadas de modo univariado com incrementos de 2 mmol L-"
para cada nivel. A concentragdo do contra-ion foi avaliada de 18 a 40 mmol L', com
o co-ion fixado em 15 mmol L. A condicdo selecionada foi entédo fixada para a
avaliagdo da concentragédo do co-ion de 16 a 36 mmol L-'. Os critérios de avaliagdo
foram quanto aos parametros para o BGE como a forga ibnica, capacidade
tamponante e o pH, além de variaveis para o analito como a mobilidade e EMD. A
condicdo de compromisso foi admitida para o experimento que proporcionou,
simultaneamente, valores de maxima forga idnica de, aproximadamente, 20 mmol L™,
maiores valores de capacidade tamponante e menores de EMD. Por fim, a condigao
otimizada foi comparada com uma analise real. O IS foi também selecionado com a
base de dados do software. A repetitividade (n = 50) foi verificada em termos do
coeficiente de variagao (CV) para area normalizada e o tempo de migragéao do P2C.
Ainda, o peakmaster auxiliou na selecdo dos interferentes para avaliagdo da
seletividade
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4.3.3 Aplicagdao do método em amostras simulada e investigagao dos produtos

da reacao

Para avaliar a conversdao em P2C, uma amostra de padrao de HYP foi
submetida aos procedimentos descritos pela AOAC 990.26, para a hidrdlise acida em
acido sulfurico 3,5 mol L' e reagéo de oxidagido com cloramina-T (Kolar, 1990). Apos
a amostra estar a temperatura ambiente, o hidrolisado foi neutralizado ou foi utilizada
a cloramina-T em tampao. Foi considerado um excesso de cloramina-T de 10 vezes
ou mais a quantidade molar de HYP, para o padrao sintético, em um tempo de reagao
de 20 minutos. Uma aliquota da reacédo foi transferida para vial e injetado no
instrumento de CE. Esta mesma reacédo foi submetida a analise por MECK em
dodecilsulfato de sédio (SDS) e tampéo de tetraborato de sodio (pH 9,0) e infusdo no

MS para investigacao dos produtos formados.

4.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO PARA DETERMINAGCAO DA TRANS-4-
HIDROXI-L-PROLINA

4.41 Estratégia in silico para selegdo do pH, composi¢cao do BGE e padrao

interno

O software PeakMaster foi utilizado para selecionar o pH, os componentes do
BGE (co-ion e contra-ion) e o IS. Os 20 aminoacidos foram também incluidos no
estudo como potenciais interferentes na separacao da HYP. A analise foi avaliada de
acordo com a dispersao por EMD, forga idnica e capacidade tamponante retornadas
pelo software com variagdes na concentracdo dos componentes do BGE. As
dimensbes da capilar, polaridade e voltagem foram as mesmas da secdo 4.3.2. O
valor da mobilidade do EOF usada nas simulacdes foi baseada no reportado pelo
estudo de Vitali, Favere e Micke (2011) para uma capilar de silica fundida (+53 x 10-°
m? V-1 s1). A selegdo do IS foi baseada no banco de dados do PeakMaster, e a

viabilidade de seu uso foi avaliada em amostras reais.
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4.4.2 Otimizagao da separagao por analises multivariadas

Para promover a completa separacao de HYP dos AA interferentes, a B-CD
foi empregada na composi¢céo do BGE e o efeito de sua concentracdo foi avaliada na
separagao de HYP. Incluindo este parametro, a temperatura de separagido, o
comprimento da capilar e a voltagem foram os fatores otimizados por andlise
multivariada. Primeiramente, foi realizado um planejamento fatorial fracionado 2“1
com triplicata no ponto central como triagem para a observagdo de fatores de
significancia estatistica (a = 0,05) no dominio selecionado. Ainda, foi implementada
para avaliar o impacto na separacao de HYP a metodologia de superficie de resposta
Doehlert (SRM) em trés niveis para a concentragdo de B-CD e cinco niveis para a
temperatura, com triplicata no ponto central. A matriz de contraste de ambos os

planejamentos estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Estratégia de desenvolvimento de método multivariada (A) niveis dos
fatores e contrastes utilizados para um planejamento fatorial fracionado de 2¢4-) e (B)
Metodologia de superficie de resposta Doehlert, ambos realizados em triplicata do
ponto central.

(A) [B-CD]  Capilar Temp. Voltagem (B) Temp. [B-CD]
Exp. (mmolL') (cm) (°C) (kV) Exp. C) (mmol L)
1 50() 485() 150() 20(9) 1 200(+1) _ 10.0(0)

2 10.0(+) 485() 150()  30(+ 2 10.0(-1)  10.0(0)

3 50(-)  645() 150()  30(+ 3 12.5(-0.5) 7.5 (-0.866)
4 100(1) 645() 150()  20() 4 17.5 (+0.5) 7.5 (-0.866)
5 50() 485() 250(+)  30(+) 5 17.5 (+0.5) 12.5 (+0.866)
6 100(+)  485() 250(+)  20() 6 12.5(-0.5) 12.5 (+0.866)
7 50(-)  645() 250(4)  20(-) 7(C)  150(0)  10.0(0)

8 10.0()  645() 250(+)  30(+) 8(C) 150(0)  10.0(0)
9(C) 75(0) 565(0) 20.0(0)  25(0) 9(C) 150(0)  10.0(0)

10(C) 7.5(0) 56.5(0) 20.0(0)  25(0)

1

1(C) 7.5(0) 565(0) 20.0(0) 25 (0)

Fonte: o proprio autor.
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A variavel dependente foi elaborada como um fator de resposta (RF), que
pode ser visto na Equacéao 4, onde Rs representa a resolugao entre o sinal de HYP e
0 pico adjacente mais préximo, thyp foi o tempo de migragdo de HYP em minutos e

HHypns) a razdo entre a altura do pico de HYP e o IS, CHES, de cada corrida.

RsHuyp

RF = —5 (4)

tuyp

As significancias dos fatores foram avaliadas pelos graficos de Pareto.
gerados por suas respectivas analises de variancia (ANOVA). As condigdes de
compromisso foram obtidas pelos valores criticos retornados pelo modelo. O teste de
Shapiro-Wilk avaliou a normalidade dos residuos do SRM Doehlert (Shapiro e Wilk,
1965). As analises estatisticas e superficie de resposta foram realizadas no Statistica
(versao 13.5, TIBCO, Palo Alto, EUA).

45 AMOSTRAS DE PRODUTOS CARNEOS E SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Foram analisadas um total de 21 amostras, incluindo 11 suplementos de
colageno (mistura de p6 para bebidas com sabor, comprimidos, capsulas, gelatina e
colageno a granel) e 10 produtos carneos (linguicas paio, calabresa, briihwurst,
salsicha, mortadela, paté e presunto). A linguica briihwurst foi obtida do Escritorio de
referéncia alemao para testes de proficiéncia em alimentos (DRRR) (traduzido do
alemao, Deutsches Referenzbiiro fiir Ringversuche und Referenzmaterialien) RVEP
210563 e teve sua utilizagdo como amostra para avaliagao da exatidao. A informacéao
de local de aquisicdo, embalagem e ingrediente rotulado como fonte de colageno
estao dispostas no Quadro 1. As demais amostras foram adquiridas no mercado local
brasileiro. As amostras de produtos carneos foram moidas e congeladas (-20 °C)
antes dos experimentos. Os resultados das amostras, em termos de concentragbes
de COL, foram encontrados multiplicando por um fator de 8 vezes a concentracao de
HYP contida em 100 g da amostra (Kolar, 1990).
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Quadro 1 — Produtos carneos e suplementos alimentares do mercado brasileiro e
suas informagdes de embalagem e rotulagem sobre a principal fonte de colageno

Ingrediente rotulado como

Amostra Aquisi¢do fonte de colageno
Cépsula (6leo) Produtos naturais - embalado Colageno hidrolisado
Pilula A Compra online - embalado  Tipo II ndo desnaturado
Pilula B Compra online — embalado  Peptideos proprietarios
Pilula C Farmacia — Blister Coléageno hidrolisado

Preparado para bebida em p6 A
Preparado para bebida em p6 B
Preparado para bebida em p6 C
Preparado para bebida em p6 D
Preparado para bebida em po E
Gelatina hidrolisada

Colageno hidrolisado

Produtos naturais — saché
Produtos naturais — saché
Produtos naturais - saché
Compra online — embalado
Produtos naturais — saché
Supermercado — envelope

Produtos naturais — a granel

Peptideos proprietarios

Tipo II ndo desnaturado e
peptideos
Tipo II ndo desnaturado e
peptideos

Colageno hidrolisado
Nenhum (vegetal)
Coléageno hidrolisado

Colageno hidrolisado

Fiambre

Paté

Linguica A (calabresa)
Linguica B (calabresa)
Linguiga C (calabresa)
Linguica D (paio)
Linguica E (briihwurst)
Mortadela A
Mortadela B

Salsicha

Supermercado — embalado
Supermercado — saché
Supermercado — a granel
Supermercado — embalado
Supermercado — embalado
Supermercado — embalado
DRRR - RVEP 210563
Supermercado — embalado
Supermercado — embalado

Supermercado — embalado

Carne e CMS

Carne

Carne e CMS

Carne e CMS

Carne e CMS

Carne e CMS

Carne e CMS

Carne e CMS

Carne e CMS

Fonte: o proprio autor.
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4.5.1 Procedimento de Hidrolise das amostras

As amostras foram hidrolisadas de acordo com o método AOAC 990.26, com
algumas adaptagbes. Amostras de suplementos alimentares foram moidas e
transferidas em quantidades de 0,20 * 0,05 g para tubos de hidrélise com tampa. Um
volume de 1,5 mL de acido sulfarico 3,5 mol L' foi adicionado a cada tubo. Em frasco
fechado, o conteudo foi agitado e aquecido em uma estufa a 105,0 + 1,0°C por 16
horas. Os hidrolisados foram resfriados a temperatura ambiente e filtrados. Os
volumes foram completados com agua até 25,0 mL em baldes volumétricos.

As amostras de produtos carneos foram moidas e submetidas a um
procedimento de hidrélise semelhante. Quantidades de 1,00 £ 0,01 g foram pesadas
nos tubos de hidrélise. Volumes de 7,5 mL de acido sulfurico 3,5 mol L' foram
adicionados a cada tubo. Por fim, os hidrolisados foram transferidos para baldes

volumétricos de 10,0 mL, lavando os frascos com agua até avolumar.

4.5.2 Limpeza dos hidrolisados das amostras

Aliquotas de 100 L dos hidrolisados de suplementos alimentares ou 200 pL
dos hidrolisados de produtos carneos foram transferidas para microtubos de
polipropileno de 2 mL contendo carbonato de estréncio (SrCOs). A massa de SrCOs3
foi determinada registrando o pH e a corrente, apds sucessivas adigbes a uma
amostra hidrolisada de suplemento alimentar. Para suplementos alimentares foram
necessario 35 mg e proporcionalmente 105 mg para produtos carneos. Em seguida,
foram adicionadas solugdes aquosas do IS e BUT para atingir concentragdes de 100
mg L' e 0,1 mol L', respectivamente, em um volume total de 1 mL. Devido a baixa
solubilidade do SrCOs, as suspensdes formadas precisaram ser centrifugadas a
14.100 x g (centrifuga Eppendorf modelo MiniSpin Plus, Hamburgo, Alemanha) por
trés minutos, e o sobrenadante foi entdo analisado no sistema de CE.

4.6 VALIDACAO DO METODO DE DETERMINACAO DE TRANS-4-HIDROXI-L-
PROLINA

A validacao foi realizada de acordo com as diretrizes da Eurachem, AOAC
International e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
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(AOAC Internacional, 2016; Brasil, 2016; Magnusson, 2014). Inicialmente, a
seletividade foi verificada experimentalmente com uma mistura padrao de HYP e 20
AA como principais espécies interferentes. A seletividade do método também foi
avaliada por meio da analise de amostras reais e pela utilizacdo de um método
comparativo de LC-MS/MS.

O efeito de matriz foi avaliado comparando as inclinagdes entre as curvas
analiticas de solug¢des padrao aquosas e as de adicdo de padrao para suplementos
alimentares e produtos carneos. As curvas analiticas de adicdo de padrao foram
preparadas com uma amostra composta por uma mistura de proteinas de améndoa e
ervilha (suplemento a base de plantas - p6 para bebidas E) e hidrolisados de salsicha
diluidos. As curvas analiticas aquosas foram preparadas em seis niveis de
concentracéo (n = 18) e as curvas analiticas de adigdo de padrdo em sete niveis de
concentracado (n = 21), ambas em triplicatas na faixa de trabalho. Os dados foram
tratados em um modelo de regressao linear baseado no método dos minimos
quadrados ordinarios. A analise de variancia das inclinagdes foi realizada por meio
dos testes F e t (a = 0,05). A falta de ajuste foi avaliada pelo teste F. A avaliagao do
efeito de matriz também considerou a razao entre as inclinagcbes médias para cada
calibracao (Hoff et al., 2015).

A linearidade foi analisada aleatoriamente para as curvas analiticas externas
aquosas com trés replicatas independentes para cada nivel, na faixa de trabalho de
26,8a160,8 mgL"'e5,8a58mgL" (n=18), respectivamente, para as duas matrizes
distintas. Esse parametro foi avaliado por meio de suas faixas lineares, sensibilidades,
coeficientes de determinacao (R?) e falta de ajuste (Sneydecor e Cochran, 1989). A
aleatoriedade dos residuos de regressdo foi verificada. A homogeneidade das
variancias dos residuos foi determinada pelo teste de Levene, e a normalidade foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk (Levene, 1960; Shapiro e Wilk, 1965). Os limites
de detecgao e quantificagéo (LOD e LOQ) foram determinados considerando a relagao
sinal-ruido de 3 e 10, respectivamente (AOAC Internacional, 2016).

A precisao foi avaliada pela repetibilidade em um unico dia experimental, em
trés niveis de concentragdo (baixa, média e alta). A precisao intermediaria foi
verificada nos mesmos niveis de concentracdo em trés dias experimentais diferentes
para ambas as matrizes (Brasil, 2016). A preciséo para cada nivel foi avaliada a partir
do CV para a razdo de area e a razdo de tempo de migragdo entre HYP e o IS

apropriado.
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A recuperacgao foi avaliada adicionando a solugao padrdao de HYP a mistura
de origem vegetal hidrolisada e a salsicha frankfurter nos mesmos trés niveis de
concentracdo mencionados anteriormente. Os valores foram relatados como uma
razao percentual entre o teor de HYP quantificado e o teor de HYP adicionado. Além
disso, os teores médios de colageno (g/100 g) de uma linguica briihwurst e de uma
amostra de preparado para bebida em pd A foram quantificados em triplicata pelo
meétodo proposto. Esses teores também foram avaliados pelo método de LC-MS/MS
descrito na se¢ao 4.2.2. A equivaléncia estatistica dos resultados médios foi verificada

pelo teste t pareado.
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5RESULTADOS

A secéo de resultados foi dividida em subitens dedicados exclusivamente para
individualizar cada uma das proposigdes deste trabalho. Como ja mencionado,
anteriormente, o estudo da quantificagdo do P2C para obter o teor de colageno, ainda
nao foi reportada na literatura. Uma série de desafios analiticos podem ser
simplificados com o sucesso da oxidacdo da HYP a um composto estavel e detectavel.
Diferentemente da implementacdo de um derivatizante, a oxidagdo promoveria
modificagdes dirigidas a determinados grupamentos funcionais, tornando o
procedimento mais seletivo. A possibilidade do produto ser uma substancia nao
zwitterionica e cromofora na regido do UV, minimizaria a interferéncia de aminoacidos
que absorvem esta radiacdo. Ainda, o mecanismo de CZE, beneficia-se da viabilidade
de selecionar a regiao de pH de trabalho, priorizando maior abundancia do analito e,
concomitantemente, inviabilizando a migragao dos interferentes na mesma escala de
tempo, segregando-os pela natureza de sua carga ou neutralidade.

Assim como a proposta supracitada, apresenta-se nesta secdo a
determinacao da HYP por método indireto, que nao teve registros na literatura com a
finalidade de determinacdo do teor de colageno. A vantagem do sucesso desta
estratégia seria a de estar a apenas uma etapa da proteina colagénica, a hidrdlise. O
que, em teoria, reflete em uma abordagem com menor probabilidade de erros e perdas
por reacdes de baixa eficiéncia e rendimento. O menor numero de etapas reflete
também no custo e redugdo na variedade e consumo de reagentes para viabilidade
da analise. A contrapartida desta tomada de decisdo € o maior investimento no
desenvolvimento do método e eletroferogramas ricos em sinais de aminoacidos, seja

do colageno como de outras proteinas advindas das matrizes carneas.

5.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO PARA DETERMINACAO DO ACIDO
PIRROL-2-CARBOXILICO

5.1.1 Determinacao do pKa aparente e mobilidade do acido pirrol-2-carboxilico

Diante da auséncia de informacdes sobre a mobilidade do P2C na literatura
objetivou-se, inicialmente, em realizar ensaios para determina-la. Os experimentos e

subsequente calculo das mobilidades eletroforéticas foram realizados pelo método de
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Williams & Vigh (1996) e subsequente correcdo pela equagao de Onsager-Fuoss,
dada a forga i6nica dos tampdes em cada pH avaliado. Esta € uma pratica bem
estabelecida e com alta acuidade na determinacdo de mobilidades efetivas (Maly et
al., 2020). A descricdo detalhada do procedimento, equacionamento,
eletroferogramas e mobilidades efetivas para cada condi¢do de pH entre 2,0 e 8,5
estao dispostas no Apéndice A, Tabela A1 e Figura A1.

Para uma caracterizagdo mais precisa da pefpzc, € de seu pKa, foi verificado o
ajuste dos dados experimentais da relagao entre a pef, p2c em fung¢ao do pH, utilizando
diversos modelos matematicos. Dentre os avaliados, os dados tiveram maior
correlagdo (R? de 0,998) com o modelo caracterizado pela fungdo sigmoidal de
Boltzman, que esta apresentada pela Equagéo 5. A relagdo grafica, bem como os

parametros encontrados pela fungado de Boltzman estédo reportados na Figura 10.

_ Uefmin.—Hefmax.
.uef - .uefméx. + pH-pKg ()
1+e dpPH

Por possuir comportamento eletroforético conhecido, o acido benzdico foi
utilizado como controle. O calculo da mobilidade para esta substancia retornou -35,2
+0,13 x 10°m? V-' s (a 23°C), que representou um erro relativo de 4,7% (-33,6 x 10
9m?V-1s"). Esta estimativa de variagao foi extrapolada a todas as medidas reportadas
por este método. Pela curva de mobilidade versus pH apresentada na Figura 10 A,
verificou-se que no intervalo de pH entre 5,5 e 8,5 foi observada variagao de 3,2%
para a [ef, p2c, 0 que evidenciou sua mobilidade limite. Pela Figura 10 A verifica-se
pelo modelo sigmoidal de Boltzman um valor de pet, p2c igual a -36,87 + 0,19 x 10 m?
V-1 s, Apenas uma inflexdo foi observada na curva, uma caracteristica de acidos
organicos fracos e monopréticos, cuja dissociacdo do préton sao respectiva a
carbonila. O ponto caracteristico ao pKa propicia a coexisténcia das espécies no
equilibrio, em uma propor¢do de 50% (Vleugels et al., 2018). O valor de pKa
encontrado para o P2C pelo modelo de Boltzman foi de 4,12 + 0,02 (+ 4,7%, a 23°C).
Notario et al. (1998) determinou em fase gasosa o0 pKa de 4,36 para o P2C.
Comparativamente, o P2C é um acido mais fraco que o composto de referéncia, o
acido benzodico (pKa 4,19), por isso, seu pKa deve ser mais elevado. Pois ocorre uma
menor estabilizacdo por ressonancia e, pelo efeito doador do par de elétrons do

nitrogénio do pirrol nao ha favorecimento da estabilizacdo de sua base conjugada.
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Figura 10 — Descricdo matematica da curva de mobilidade efetiva do acido pirrol-2-
carboxilico versus o pH pelo modelo sigmoidal de Boltzmann (A).
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Fonte: o proprio autor.

5.1.2 Otimizagdées in silico das condigoes de analise do acido pirrol-2-

carboxilico

A inclusdo das informagdes de mobilidade e pKa para o P2C no software

Peakmaster viabilizou a simulacéo e otimizacao das condi¢cdes de separagao. Foram
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levantados os principais interferentes advindos da hidrolise de matrizes com alto teor
proteico, os aminoacidos, limitando-se aos que absorvem radiagao UV. Podem ser
visualizadas na Figura 10 B, as curvas de mobilidade do P2C, inclusive de supostos
interferentes inorgénicos comuns ao procedimento proposto e aos aditivos
alimentares comuns a tecnologia de alimentos. A analise evidenciou a regiao de pH
que retornou maior diferengca de mobilidades (Tavares e McGuffin, 1994). Pela
avaliacdo grafica verificou-se que a regido apropriada para a separagao do P2C foi
entre pH 6,0 e 8,0. Em pH 6,0 o P2C atinge mobilidade maxima, diante do dominio
experimental avaliado. A natureza zwitterionica dos aminoacidos, entre o pH 3,0 e 8,0
os condicionam as suas formas neutras, migrando junto ao EOF. Ainda, no pH 8,0 a
separacgao beneficia-se de uma mobilidade do fluxo mais elevada, sem utilizar de pHs
em que os aminoacidos interferentes estivessem em sua forma anidnica. Por este
motivo, o pH 8,0 foi selecionado como condicado de compromisso.

Para satisfazer a capacidade tamponante nesta condi¢ao de pH, o TRIS (pKa
8,1) foi selecionado como contra-ion. O acido latico (pKa 3,86) foi o co-ion selecionado
por ser um anion ndo cromoforo e, especialmente, pela sua mobilidade ibnica (-36,5
X 10°m2 V-' s7) ser proxima a do P2C, minimizando a EMD. Suas concentragdes
6timas foram selecionadas mediante maior capacidade tamponante, menor forca
ibnica e EMD, podendo ser visualizadas na Figura 11 A e B. Tais critérios foram
respeitados com 20 e 40 mmol L' de acido latico e TRIS, respectivamente.

Com o pH de separacédo e os componentes do BGE selecionados, optou-se
pela migracdo do P2C em modo contraeletrosmoético, com sua introdugdo pela
extremidade préxima a janela de detecgcdo (do inglés, short end injection), de
comprimento de 8,5 cm. Capilares de comprimento minimo (32 cm) foram suficientes
para a fixacao no cassete.

Visando minimizar oscilagdes instrumentais, associadas principalmente ao
volume de amostra variavel introduzido no CE, optou-se pela padronizagéo interna
(Vieira et al., 2021). Inicialmente, os candidatos a IS foram escolhidos pela base de
dados do Peakmaster, porém dentre os analisados, nenhum foi adequado, retornando
comigracdes ou aumento significativo do tempo de analise. Experimentalmente,

alguns padrées foram analisados e o acido clorogénico foi escolhido como IS.
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Figura 11 — Otimizacao das concentragdes do contra-ion e co-ion. A concentragao
do contra-ion, TRIS, foi avaliada de 18 a 40 mmol L', com o co-ion fixado em 15
mmol L' (A). A condigdo selecionada foi entéo fixada para a avaliagao da
concentragéo do co-ion, acido latico, de 16 a 36 mmol L' (B). Foram avaliados os
parametros para o BGE como a forga ibnica, capacidade tamponante e o pH, além
de variaveis para o analito como a mobilidade e EMD.
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Fonte: o proprio autor.

Por fim, a simulacéo e a reproducao experimental foram realizadas, partindo
de solucdes padrao de P2C, IS, e os interferentes: histidina, fenilalanina, triptofano,
tirosina e cisteina, além do acido ascoérbico, sérbico e nicotinico utilizados
respectivamente como antioxidante, conservante e realgador de cor em produtos

carneos. Os eletroferogramas resultantes estao apresentados na Figura 12.
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Figura 12 — Eletroferogramas de padrbes observados por simulagao (A) e analise
real (B). Sinais referentes ao: triptofano, tirosina, cisteina, histidina e fenilalanina (*),
acidos clorogénico (IS, 1), ascoérbico (2), sorbico (3), nicotinico (4) e pirrol-2-
carboxilico (5); Experimental: capilar de silica de 32 e 8,5 cm (50 ym d.i., 375 pm
d.e.), polaridade negativa (-30 kV), injecao a -50 mbar por 5s e detecgao em 255 nm;
BGE: acido latico e trishidroximetilamonio 20:40 mmol L' pH 8,1.

5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 tempo (min.)
Fonte: o proprio autor.

Como pode ser visualizado nos eletroferogramas simulado e experimental,
todos os aminoacidos cromoforos, em suas formas zwitterionicas, foram carregados
pelo EOF. Em caso dos aditivos alimentares conservantes como ascorbato e sorbato
resistirem a hidrolise, eles seriam separados do P2C. Embora o acido nicotinico
apresente-se em baixos niveis em carneos, foi também considerado nesta avaliacao,
porém ndo comprometeria a seletividade do método. Com esta tomada de deciséo,
houve intervalo de tempo para a separacdo sob maxima tensao de -30kV, sem
comprometer a seletividade. A separacgao beneficiou-se da absortividade maxima do
P2C, em 255 nm, onde a dos aminoacidos cromaoforos foi baixa. A migragao subminuto
do P2C foi de aproximadamente 30 segundos. A repetitividade da area e do tempo de
migracao foram avaliadas ao longo de 50 corridas e os valores estdo expostos no
Figura 13. Para a area do P2C, foram observadas variagdes superiores a 20%. A area
retornada para o acido clorogénico, o IS, passou por oscilagbes de mesma magnitude,
sendo possivel normalizar a area do P2C e proporcionar repetitividade adequada. A
variacao pode ser justificada pela oscilacdo no volume de injecao, experimentada nos

instrumentos de eletroforese capilar convencionais.
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Figura 13 — Repetitividade em analises consecutivas (n = 50) para monitoramento do
tempo de migragdo, em minutos, e area do acido pirrol-2-carboxilico (analito) e do
acido clorogénico (padrao interno), além da normalizagédo de ambos, acessada pela
razao do valor da grandeza do analito pela do padrao interno. Condi¢des de analise:
capilar de silica fundida com comprimento total de 32 cm e efetivo de 8,5 cm (50 mm
d.i., 375 mm d.e.), polaridade negativa, voltagem de separagéo -30 kV, injecao
hidrodindmica por pressao de -50 mbar por 5s, detecgdo em 255 nm; BGE: acido
latico 20 mmol L-1 e trishidroximetilamonio 40 mmol L' pH 8,2.
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Fonte: o proprio autor.

5.1.3 Aplicacao do método e investigagao dos produtos da reagao

Com as condi¢des definidas para o método de separacdo, uma amostra
simulada, composta pelo padrao de HYP, dissolvida em acido sulfdrico 3,5 mol L' e
oxidada com cloramina-T, preparada em solucdo tampao nas condi¢gdes do método
AOAC 990.26. Tal estratégia € praticada na curva analitica pelo método oficial, no
qual o analito passa por todas as etapas, até ser derivatizado e analisado (Kolar,
1990). O IS néo foi exposto as condigdes de analise para simplificagdo da
interpretacéo. Os eletroferogramas resultantes dos padrdes de cloramina-T, P2C e a
variacdo do pH do meio reacional com acido perclorico estdo elencados na Figura 14.

Primeiramente, pode-se observar pelos eletroferogramas da Figura 14, que a
analise do padrao isolado da cloramina-T e da sua mistura com P2C, caracterizaram
sinais em tempos de migracdo especificos para cada substancia, ndo havendo

sobreposicao. Os eletroferogramas subsequentes, de pH 6,4 a 2,0 foram replicatas



70

com adicao de quantidades crescentes de acido perclérico. No método oficial, o acido
tem a funcao de solubilizar o derivatizante. Porém, houve correlacdo do aumento da
concentracdo de acido e diminuicdo do excesso de cloramina-T, evidenciado pela
reducdo da area do pico respectivo ao oxidante, apds o término dos 20 minutos
requeridos para a etapa de oxidagao. Foi perceptivel o aparecimento de um sinal no

tempo do EOF, proporcional a adigdo de maiores quantidades do acido.

Figura 14 — Eletroferogramas respectivos ao método de eletroforese capilar de zona
para monitorar a formagao de acido pirrol-2-carboxilico a partir da reagao sintética
de oxidagao da trans-4-hidroxi-L-prolina (HYP) com cloramina-T (CAT). De cima
para baixo constam os resultados para a analise da solugao padrao de CAT, HYP,
mistura reacional em pH 6,4, 4,0 e 2,0, todas apds 20 min. O pH foi reduzido por
adicao de acido perclérico. Condi¢des de analise: capilar de silica fundida com
comprimento total de 32 cm e efetivo de 8,5 cm (50 mm d.i.,, 375 mm d.e.),
polaridade negativa, voltagem de separagao -30 kV, inje¢ao hidrodinamica por
pressao de -50 mbar por 5s, deteccao em 255 nm; BGE: acido latico 20 mmol L-1 e

trishidroximetilamonio 40 mmol L' pH 8,2.
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Fonte: o proprio autor.

O teste supracitado foi um exemplo dentre diversos ensaios que objetivaram
evidenciar a formagcao do P2C. Outras condi¢des reacionais foram exploradas, ora
neutralizando o hidrolisado previamente a oxidacao, utilizando ou nao tampao, e em
quantidades variadas de HYP e cloramina-T. Em todos os casos foram evidentes
apenas os sinais respectivos ao excesso de cloramina-T e os carregados junto ao
tempo de migragao do EOF. Porém nenhuma foi coincidente com o padrao de P2C.

Além do método de CZE desenvolvido, foram utilizadas outras ferramentas

para elucidar a identidade de um ou mais sinais que se apresentaram sobrepostos no
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tempo do EOF. Foi utilizado um método de MECK-DAD voltado a separar espécies
pela interacdo com micelas de SDS em meio basico. Especialmente, interessante para
a separacdo de compostos neutros. Inclusive, o padrao de pirrol foi incluido nesta
avaliacdo para averiguar a identidade de possiveis comigrag¢des, que tem potencial

para serem separadas por este método. Os cromatogramas eletrocinéticos micelares
estao dispostas na Figura 15.

Figura 15 - De cima para baixo estdo apresentados cromatogramas eletrocinéticos
micelares de uma mistura de marcadores de fluxo, micelar e um composto neutro, a
cafeina. Em seguida, os padrdes de acido pirrol-2-carboxilico e pirrol individuais. E
por fim, a mistura reacional em diferentes proporgoées e diluicdes. Condi¢des de
analise: capilar de 60 cm, 75 um (d.i.) x 375 um (d.e.). Eletrdlito: 20 mmol L' de
tetraborato de sddio e dodecilsulfato de sédio 100 mmol L-'em pH 9,0.
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+ cloroamina-T (dilwigio 1:9 - ¢/ tampio pH 6)

Reacio trans-4-hidroxi-L-prolina
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Fonte: o proprio autor.

Os marcadores, acetona e pireno foram utilizados para demonstracdo da
janela de separacgédo, respectivamente, substancias de baixa e alta intensidade de
interacdo com a micela de SDS. A cafeina foi utilizada como prova de conceito e
funcionamento da retencao, a qual apresentou pico com retencao caracteristica.

A analise dos padrbes de pirrol e P2C retornaram sinais com tempo de

retengcdo caracteristico que n&o tiveram correspondéncia com os resultantes da
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analise do meio reacional. A retencao do pirrol foi pouco significativa neste sistema.
Os cromatogramas eletrocinéticos micelares das amostras demonstraram retengao
para 2 sinais majoritarios, cujos espectros tiveram alta similaridade com os
observados pelo método de CZE. Para a mistura reacional, ambos os sinais por
MECK, retornaram mesmo tempo de eluicédo e espectro UV que os sinais de menor e
maior intensidade encontrados no padrdo de cloramina-T. Sugerindo que além do
sinal respectivo ao padréo de cloramina-T, o outro pode ser originario desta.
Considerando a limitagdo dos métodos utilizados, quanto a detectabilidade,
especialmente para compostos que apresentam impossibilidade de absorcdo de
radiacdo UV, recorreu-se a infusdo direta da mistura reacional na espectrometria de
massas em ambas as polaridades, para também identificar um dos sinais resultantes
da MECK. Foram registrados espectros no modo de varredura com polaridade
negativa e positiva com os ions quasimoleculares e adutos nao filtrados pelo

quadropolo (Q1). Os espectros estdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 — Hidrolisado neutralizado e oxidagdo sem tamp&o no modo positivo (A) e
no modo negativo (B). E comparativo entre a reagao de oxidagdo em pH 2,0 (C)e o
padrao de pirrol (D) no modo negativo de ionizagao.
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Fonte: o proprio autor.
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Da ionizagdo no modo positivo, exibida na Figura 16 A e das evidencias
encontradas, anteriormente, observou-se a presenga de um aduto em 194 m/z
[M+Na]*, oriundo do sédio com a p-toluenosulfonamida (171,21 g mol'), gerada apos
a liberacao do cloro eletrofilico por parte da cloramina-T. Com isto, a identidade do
sinal que comigrou com o fluxo eletroosmético no método CZE pode ser atribuido a p-
toluenosulfonamida, pois nas condigcdes de analise apresentava-se neutra (pKa
10,17), e por este motivo exibiu reten¢cdo na MECK.

Para o espectro gerado pela ionizagdo no modo negativo, apresentado na
Figura 16 B, foi observado o pico base em 203,8 m/z, cuja m/z coincide com a do ion
quasimolecular [M-H] da cloramina-T (227,64 g mol-'), apés a abstragdo do sadio.
Alinhado ao resultado da MECK a cloramina-T apresentou-se em maior abundancia
que a p-toluenocloroamida, especialmente quando o acido perclérico nao foi
empregado. Logo, este tem também funcao de destruir o excesso do oxidante.

Para a reagdao em pH 2,0, Figura 16 C, o pico base em m/z 83, apresentou-se
também no padrdo de pirrol, Figura 16 D, porém em quantidades inferiores. Poucas
sdo as evidéncias sobre a identidade deste sinal e maiores investigagbes precisariam
ser realizadas. Com o suporte da literatura, verificou-se um produto de oxidagao
originario da reagao do pirrol sob perdxido e acido acético, cuja incorporagdao de um
oxigénio no carbono alfa, atribui m/z coincidente (83), cuja possibilidade de identidade
pode estar associada a 2-pirrolidinona insaturada (Bocchi et al., 1970).

Sobre a inviabilidade da deteccdo do P2C, foram encontradas na literatura
observacgdes que podem ser as principais limitagdes para o insucesso das reacdes. O
P2C pode sofrer reacao de descarboxilacao, liberacdo do carboxilato como diéxido de
carbono. Na sua forma neutra esta sujeito a descarboxilagdo catalisada por acido
forte, apds protonacao do carbono alfa (Mundle e Kluger, 2009). Mcanulty (2005), por
outro lado, faz mencéao de formacao do P2C na reacdo em questao, porém assegura
a descarboxilagao, em sua totalidade, apés 100°C por 30 min. A cromatografia em
camada delgada da mistura sintética da reagédo entre a cloramina-T e a HYP néo
retornou manchas de mesma retencao que o padrao de P2C e, concluiu-se que esta
reagcao nao gerou o mesmo produto de oxidagao sob perdxido de hidrogénio e sulfato
de cobre (Arneth e Hamm, 1970). Um dos autores que fortaleceu a ideia da formagéao
de P2C no trabalho de titulo “Conversion of hydroxyproline to pyrrole-2-carboxylic
acid’, anos depois retificou esta hipotese, demonstrando evidéncias da

descarboxilagdo, e geracédo do pirrol sob condicbes acidas (Mani e Radhakrishnan,
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1976; Radhakrishnan e Meister, 1957). A descarboxilagdo do P2C por calculos
computacionais demonstrou ser favoravel pelo mecanismo de adicdo de agua a
carboxila, seguida da quebra da ligagao C-C e subsequente protonagdo do acido
carboénico (Zhang, Geng e Wang, 2011). Por outro lado, outros estudos de teoria de
densidade funcional (DFT) demonstraram dois caminhos reacionais possiveis, o
ataque ao carbono alfa ou ao carbono da carboxila, seguido da formagao de um anel
de quatro membros como estado de transigdo (CHENG et al., 2010).

Como consequéncia da inviabilidade de formar o P2C pela reagao estudada,
foi explorada uma alternativa mencionada previamente, a de detecgédo UV indireta da
HYP. A vantagem de optar por esta estratégia e a de simplificar ainda mais a analise
em termos de numero de etapas, uma vez que € dispensavel a oxidacdo que o

procedimento descrito neste capitulo abordou.

5.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO PARA DETERMINAGCAO DA TRANS-4-
HIDROXI-L-PROLINA

5.2.1 Estratégia in silico para sele¢ao do pH, composi¢cao do BGE e padrao

interno

Para a deteccao UV indireta da HYP, primeiramente, a faixa de pH para a sua
separagao dos outros aminoacidos precisou ser selecionada. Foram utilizadas curvas
de mobilidade efetiva versus pH, que podem ser observadas na Figura 17 A e B. As
informacdes sobre pKa e [eff foram coletadas do banco de dados do PeakMaster, que
advém das tabelas de Hirokawa et al. (1993).

As curvas indicaram que a forma aniénica da HYP demonstrou maior potencial
para ser separada, devido ao menor numero de aminoacidos interferentes. Observou-
se que a maior diferenca de peff foi alcangada quando o pH estava acima de 11,3, vide
ampliagao da curva na Figura 17 B, indicando que o BGE deve ter um valor além deste
pH para uma tentativa de separagdo da HYP (petiHyr) ~ -29 x 10° m? V- s'1). Como a
HYP & um zwitterion, seus estados de carga predominantes sao evidenciados quando
o pH estd abaixo do pKa1 (1,8), acima do pKa2 (9,8) e entre esses valores,
apresentando-se, respectivamente, como cation, anion e neutra. Ainda, observou-se

que os principais interferentes sdo a L-histidina, L-metionina, L-valina e L-glutamina.
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Figura 17 — Curvas de mobilidade efetiva versus pH expressos para 20 aminoacidos
e a trans-4-hidroxi-L-prolina (A). Ampliagdo para avaliagdo da regido onde houve
diferenga de mobilidade (B).
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Fonte: o proprio autor.

Com o conhecimento do pH mais adequado, foi dado prosseguimento na
selecao dos componentes do BGE, cuja avaliagao foi com base na similaridade do e

e na obrigatoriedade de possuir absortividade molar, devido a limitagao que a HYP
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apresenta. Um co-ion croméforo foi escolhido pelo banco de dados PeakMaster para
a detecgdo adequada da HYP. Os critérios de selegcdo foram para que o co-ion
apresentasse et proxima ao Ueff (Hyp) para minimizar os fenébmenos de EMD e
promover uma melhor simetria do sinal. Atendendo a esses critérios, a HIS foi
escolhida como co-ion. Como contra-ion, a BUT foi selecionada devido ao seu valor
de pKa (10,8) estar proximo a faixa de pH desejada, garantindo uma capacidade
tamponante adequada.

A injecdo hidrodinamica foi utilizada para introduzir a amostra no capilar.
Antecipando desvios instrumentais e o impacto sobre a precisdo, linearidade e
exatidao, uma pratica comum para mitigar erros por normalizar a area do analito pela
padronizagao interna (Vieira et al., 2021). CHES e MOPS foram os padrdes internos
selecionados a partir do banco de dados PeakMaster, por apresentarem mobilidade
adequada e nenhuma absorvidade. Experimentos demonstraram que,
individualmente, foram adequados como IS para amostras de suplementos
alimentares e produtos de carne.

Simulagdes no PeakMaster foram também uteis para selecionar a
concentracdo dos componentes do BGE e estas podem ser verificadas na Figura 18.
De acordo com diferentes proporgdes de HIS, a condi¢ao ideal foi encontrada em 25
mmol L-!, com as condigdes fixas de BUT em 180 mmol L', comprimento da capilar e
voltagem. Essas condi¢cdes foram escolhidas para proporcionar o pH necessario, o
mais préximo possivel de zero EMD, alta capacidade tamponante e a menor forca
idnica, considerando a ineréncia do efeito Joule com aplicagao de alta voltagem.

Para as simulagdes foi utilizado o valor de EOF de +53 x 10° m? V- s*', uma
vez que este é caracteristico de capilares de silica fundida em pH superior a 10 (Vitali,
Favere e Micke, 2011). Nessas condi¢des, a migragao de anions em que o moédulo da
mobilidade for inferior ao EOF, como a HYP e os AA no pH 11,4, o modo de separagao
sera contrario ao EOF ou contraeletrosmotico. As simulagées demonstraram que HIS
foi um co-ion adequado que, ao ser combinado com as condicbes previamente
selecionadas, proporcionou uma boa resolugcao entre HYP e AA interferentes. Além
disso, os dados experimentais mostraram que, devido a estar presente em maior

concentracado no BGE, a HIS suprimia seus proprios sinais na amostra em 220 nm.
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Figura 18 — Otimizagao das concentragdes do co-ion, histidina, de 15 a 40 mmol L.
Contra-ion fixado em 180 mmol L-!. Foram avaliados os parametros para o BGE
como a forga ibnica, capacidade tamponante e o pH, além de variaveis para o
analito como a mobilidade e EMD.
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Fonte: o proprio autor.

Embora a otimizagdo e desenvolvimento in silico do método tenham sido
realizados, corridas experimentais foram conduzidas e os eletroferogramas
resultantes mostraram que a HYP nao foi completamente separada dos interferentes,
como pode ser visualizado na Figura 19. A discrepancia entre os dados experimentais
e simulados pode ser atribuida ao diametro interno do capilar de 75 pym, que permitiu
a introdugdo de volumes de amostra maiores, necessarios para alcangar uma
detectabilidade adequada em ambas as matrizes. Portanto, foi necessario aprimorar
a separagao ajustando parametros que nado podem ser avaliados no PeakMaster,
como a inclusdo de B-CD como um aditivo ao BGE e a temperatura de separacgao.
Esses fatores geralmente sdo considerados em sistemas de separagao por CE que
carecem de seletividade. Em CZE, a reducao da temperatura altera a viscosidade do
BGE e, consequentemente, o coeficiente de difusdo do analito e dos interferentes
(Knox e McCormack, 1994). Visto que o comprimento do capilar e a voltagem aplicada

também foram estudados, mais experimentos eram esperados. Otimizag¢des
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multivariadas foram realizadas com o auxilio do planejamento de experimentos, para
adequar seletividade requerida nas amostras com a requisicdo de um reduzido

numero de experimentos.

Figura 19 — Reproducéao das condigbes otimizadas in silico. Eletroferograma
simulado (A) e experimental (B). Condi¢des de analise: capilar de silica fundida de
comprimento total de 64,5 cm e efetivo de 56 cm (75 pm i.d. e 375 ym o.d.).
Voltagem de 30 kV, polaridade positiva na extremidade de injec&o. Injecdo de 50
mbar por 10 segundos. Temperatura de 23°C. Detecgdo em 220 nm. Eletrdlito: 25
mmol L' de histidina e 180 mmol L' de butilamina, pH 11,4.
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Fonte: o proprio autor.

5.3 OTIMIZACAO DA SEPARACAO COM ANALISE MULTIVARIADA

Em CZE atenséo influencia a velocidade de migracao de espécies carregadas
e, se adequada, contribui para separagdes com sinais de alta eficiéncia. No dominio
experimental foram avaliadas tensoes tipicas em CE que variam de 15 a 30 kV, sendo
esta ultima o maximo atingido pelo instrumento. Associado a isto, com um caminho
efetivo apropriado, até mesmo moléculas com baixa diferenga de mobilidade entre si
pode ser segregadas. A resolugao de 1,5 entre HYP e os AAs foi alcancada nas
simulagées com o comprimento de capilar de 48,5 cm. Embora o experimental tenha
retornado resolucao insuficiente, a interagcdo deste comprimento critico com outras
variaveis poderia retornar resultados promissores. O comprimento de 64,5 cm foi
também avaliado, porque além de ser um maior caminho de separagdo sua

disponibilidade comercial nesta especificacdo € padronizada pelo fabricante.
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Separagdes em meio liquido sdo afetadas por fatores que modificam a
viscosidade do BGE. Os sistemas de CE sao termostatizados para minimizar o efeito
Jaule. Embora operado comumente em temperatura ambiente, podem trabalhar de
10,0 até 60,0°C, de acordo com fabricantes. Optou-se por estudar a temperatura entre
15°C até 25°C, podendo avaliar condi¢gao convencional e outra que reduz a mobilidade
das espécies e proporcionar tempo maior para se diferenciarem até a janela de
deteccdo. Combinar extremos de temperatura a inser¢do de aditivos ao BGE sao
estratégias para o ganho de seletividade. As caracteristicas da interagdo host-guest
das CDs as tornam interessantes como aditivos em CZE, por serem ambientalmente
amigaveis e possibilitarem segregar moléculas analogas por interagdes diferenciais
resultando na reducdo da mobilidade. Por destacar-se pela disponibilidade e menor
custo dentre as CDs, a B-CD foi escolhida. Com solubilidade limitada a 16,5 mmol L'
a sua avaliagdo em temperaturas mais baixas limitaram ao uso em 5 e 10 mmol L.

Reduzindo a um baixo numero de experimentos e nas condigdes de maximo
€ minimo supracitadas os fatores tensao, temperatura, comprimento de capilar e [[3-
CD] foram combinados em um planejamento de experimentos fatorial fracionario em
dois niveis 24'. O fator resposta elaborado priorizou as condigbes que
proporcionariam uma separacdo com maior seletividade e detectabilidade,
respectivamente, em relagao a Rs entre o sinal de HYP e do interferente adjascente e
a relacido de altura entre HYP e IS, no menor tempo de andlise. A Equacéao 4, que
representa o calculo do fator resposta, foi apresentada na sessao 4.4.2, assim como
a matriz de contraste com os valores dos niveis experimentais. O grafico de Pareto
que foi gerado pela ANOVA esta apresentado na Figura 20 A.

Os resultados demonstraram que a temperatura, o comprimento do capilar e
a concentracao de (-CD foram estatisticamente significativos (a = 0,05). A voltagem
nao foi significativa, ainda assim conforme indicador positivo na barra de efeitos, a
maior voltagem de 30 kV foi selecionada para promover separagdées em um tempo
mais curto. Observou-se tendéncia em dire¢cao a valores minimos para a temperatura
e valores maximos para o comprimento do capilar e a concentracao de 3-CD. Decidiu-
se nao avaliar comprimentos de capilar superiores no planejamento Doehlert, uma vez
que resolucdes adequadas foram alcangadas com capilares de 64,5 cm.

Com um novo dominio, o fator resposta foi novamente utilizado como a
variavel dependente, desta vez para otimizagdo dos fatores remanescentes pela

metodologia de superficie de resposta Doehlert em cinco niveis de temperatura, por
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ter sido a variavel de maior significancia pela interpretacédo do grafico de Pareto, e em
trés niveis de concentragéo de B-CD (Wozniakiewicz et al., 2017).

Figura 20 — Planejamento de experimentos para o desenvolvimento do método
indireto. (A) Grafico de Pareto (R? = 0.992) a partir do fatorial fracionario (24-') com
dois niveis e quatro variaveis (temperatura, comprimento do capilar, concentragcao

de B-ciclodextrina e tensdo). (B) Metodologia de superficie de resposta Doehlert (R?
= 0.979) para duas variaveis em trés niveis para 3-ciclodextrina e cinco para
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Fonte: o proprio autor.

A ANOVA para o planejamento Doehlert apresenta-se no Apéndice B, Figura
B1. A superficie de resposta resultante foi apresentada na Figura 20 B, na qual as
regides vermelhas corresponderam as coordenadas dos fatores que resultaram nos
maiores valores do fator resposta. Os valores criticos de temperatura e concentragao
de B-CD foram, respectivamente, 11,4 °C e 9,4 mmol L™!, determinados pelo modelo
que melhor descreveu os dados para geracao da superficie. Este foi explicado pela
interagdo linear e quadratica dos efeitos principais avaliados utilizando a ANOVA de

dupla classificagdo. A Equacao 6 representa o modelo matematico no qual os dados
foram descritos.

RF =-4,539 - 0,045T - 0,017T? + 1,564[B-CD] - 0,111[B-CDJ]? + 0,046T[3-CD]  (6)
O modelo demonstrou ser preditivo, sem falta de ajuste significativa (p =

0,112) e com um coeficiente de determinacao (R?) de 0,979. O teste de Shapiro-Wilk

indicou normalidade os valores da variavel dependente (valor-p = 0,15) (Shapiro e
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Wilk, 1965). Embora a temperatura critica tenha sido obtida a partir do modelo, optou-
se por utilizar o valor de 12,5°C, para obter um melhor desempenho no tempo de
estabilizagcdo da temperatura do instrumento, em tempo inferior a 10 minutos no inicio
de uma sequéncia. Ainda, a temperatura de 12,5°C foi também um nivel avaliado pelo
planejamento Doehlert, localizado na mesma regido de alto valor para o fator resposta.
Complementarmente, a concentragdo de B-CD de 10mmolL™" foi identificada
graficamente e foi adotada como condigdo de compromisso.

Finalmente, o pH da amostra foi ajustado para 11,4 com BUT a adigédo de 0,1
mol L', o que promoveu uma maior simetria e eficiéncia dos picos, aumentando a
abundancia de HYP anibnico previamente a aplicacdo da diferenca de potencial.
Como resultado do desenvolvimento do método, estdo apresentados os
eletroferogramas, na Figura 21 A sem adigéo de 3-CD e redugao da temperatura, que
foram respectivamente demonstradas na Figura 21 B e C. Enquanto na Figura21 D e
E apresenta-se o resultado da separagao com os aminoacidos interferentes e apods a
adicdo de HYP para melhor evidenciar sua deteccao seletiva em solugdes padrao.

Pelo comparativo entre os eletroferogramas verificou-se que a adi¢ao de (-
CD, nao causou modificagdes significativas na mobilidade do fluxo eletroosmético
(Figura 14 B), porém propiciou maior resolu¢gao e numero de sinais do que quando
somente a temperatura foi reduzida para 12,5°C (Figura 14 C). Em ambos os casos,
houve aumento da resolugdo entre a HYP e os interferentes. Adicionalmente, a
reducao da temperatura agregou maior detectabilidade. A sinergia entre a temperatura
e a [B-CD, promoveram uma resolucdo ainda maior (Rs = 3,2). A analise
contraeletrosmotica sob mobilidade do EOF reduzida (+44 x 10° m?2 V- s7),
majoritariamente, devido a reducdo da temperatura, acarretou um maior tempo de
residéncia dos ions no interior do capilar e, como conseguinte, propiciou maior contato

com a -CD e ampliou a diferenca de mobilidade.
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Figura 21 — Eletroferogramas comparativos da separagao da trans-4-hidroxi-L-
prolina (HYP) dos aminoacidos interferentes a 20°C (A); contendo B-ciclodextrina (B-
CD) e na mesma temperatura (B); sem p-CD e a 12,5 °C (C); contendo B-CD e a
12,5°C para somente os aminoacidos (D) e apds a adi¢do de HYP (E). Condigbes de
analise: capilar de silica fundida de comprimento total de 64,5 cm e efetivo de 56 cm
(75 ymi.d. e 375 ym o.d.). Voltagem de 30 kV, polaridade positiva na extremidade
de injecdo. Injecdo de 50 mbar por 10 segundos. Detecgao em 220 nm. Eletrdlito: 25
mmol L' de histidina e 180 mmol L' de butilamina, pH 11,4.
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Fonte: o proprio autor.

54 PREPARAGCAO DA AMOSTRA: HIDROLISE SEGUIDA DE PRECIPITAGAO E
NEUTRALIZAGCAO COM SULFATO DE ESTRONCIO

Mantendo a proporgao entre a massa da amostra e o volume do acido
conforme o método original AOAC 990.26, o peso da amostra foi reduzido
cuidadosamente, evitando comprometer a homogeneidade. Concentracdes elevadas
de hidrolisado com acido sulfurico tornaram a separacao inviavel, resultando em uma
linha de base instavel e alargamento dos picos. Ajustes na solu¢do de hidrolisado
foram feitos adicionando uma massa de SrCOs. A Figura 22 demonstra a variagao de
pH e corrente elétrica (uA) decorrente das sucessivas adi¢gdes de massa de SrCOs3 a

um hidrolisado de bebida em p6 contendo colageno.



83

Figura 22 — Sucessivas adi¢des de sulfato de estroncio (SrSOs3) e as alteragdes na
corrente (i) e no pH do hidrolisado de p6 para bebidas.
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Fonte: o proprio autor.

O SrCO:s foi utilizado devido as suas caracteristicas basicas e solubilidade
baixa em agua, de modo que a sua adigao ndo promovesse o aumento da forga ibnica.
Sem a adigao de SrCOs, o pH estava proximo de 1, com uma corrente elétrica maxima
medida no sistema de CE. A medida que o SrCOs foi adicionado, o pH aumentou e a
corrente elétrica diminuiu até atingir um valor minimo de corrente e um pH de 5,5. A
forca ibnica foi reduzida devido a conversdo do sulfato em um sal insoluvel com
estroncio (SrS04, Ks = 3,2 x 1077), ions hidronio convertidos em agua e carbonato em
gas carbbdnico (Skoog et al., 2014). A reacdao do processo simultdneo de

precipitacdo/neutralizacido € expressa na Equacéao 6:
2 H*(aq) + SO472(aq) + SrCO3(s) — SrSO4(s) + H20() + CO2(q) (6)
Moléculas neutras sdo formadas como produto durante o processo de

precipitacao/neutralizacéo, reduzindo consequentemente a forga idnica, tornando as

amostras aptas a interpretacéo no sistema de CE. A massa adequada de SrCOs foi
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avaliada para diferentes amostras analisadas, e os valores selecionados foram 35 e

105 mg, para suplementos alimentares e produtos carneos, respectivamente.

5.5 VALIDAGCAO DO METODO PARA DETERMINAR O TEOR DE COLAGENO
VIA TRANS-4-HIDROXI-L-PROLINA

Em primeiro lugar, foi constantemente avaliada a seletividade durante o
desenvolvimento do método, considerando os aminoacidos como interferentes para a
separagao de HYP, em solugdes padréo. Inclusive, otimizagdes foram realizadas
tendo como principal objetivo assegurar este parametro. Ainda, a identidade do sinal
de HYP nas amostras de hidrolisados foram confirmadas com base nos tempos de
migragdo da amostra em relagdo aos das solugbes padrdo de misturas de
aminoacidos adicionadas de HYP. Por fim, as concentragcées de HYP em amostras de
cada grupo, foram estatisticamente iguais a analise de LC-MS/MS.

Todos os valores e critérios para os parametros de validagao na avaliagcéo do
desempenho do método foram apresentados na Tabela 3. Para avaliagao do efeito da
matriz, foram selecionadas amostras representativas de cada grupo, com base em
critérios de extensdao da matriz (Magnusson, 2014). A comparagao das inclinagdes
para as regressdoes das curvas externa e de adigcdo, o teste F indicou variancias
equivalentes. Pelo teste t ndo houve diferenca estatisticamente significativa (a = 0,05).
As razdes das inclinagdes ficaram entre 0,9 e 1,1, uma diferenga inferior a 10% (Hoff
et al., 2015). Em conjunto com o procedimento de precipitacdo e neutralizacao, a
limpeza das amostras online em CE que, apés o sinal de EOF, direcionou apenas
anions para a janela de detecgao, possivelmente, atenuou o efeito da matriz. Ainda, a
deteccao indireta suprimiu os sinais cromoforos da amostra. Além disso, a
temperatura e a concentragao de 3-CD forneceram mobilidade especifica para HYP.

Os eletroferogramas da Figura 23 demonstram o sinal de HYP (9) em um
tempo de migracéo especifico, separado dos interferentes criticos. A auséncia ou a
baixa intensidade do sinal de HYP nos eletroferogramas de amostras brancas e de
baixo nivel (Figura 23 A3 e B3) corroboram com a premissa de seletividade.

Como mostrado na Figura 23 A e B1, os resultados dos eletroferogramas das
curvas de calibracdo externa foram usados para avaliacdo da linearidade, uma vez
que o efeito da matriz foi negligenciavel para ambas as amostras representativas

encontradas na Figura 23 A3 e B3. Na faixa de trabalho apresentada, a linearidade
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das curvas externas foi atestada. Os coeficientes de determinacao (R?) estavam acima
dos critérios de aceitagao, cuja recomendacao minima é 0,99 (AOAC International,
2016, Magnusson, 2014). A falta de ajuste ndo foi significativa de acordo com o teste
F, que retornou Fcaic menor que Fcrit para ambas as matrizes. Os residuos da regressao
linear foram aleatodrios e ndo mostraram tendéncia. Além disso, eles eram normais e
homocedasticos de acordo com os testes de Shapiro-Wilk e Levene (a = 0,05),
respectivamente (Shapiro and Wilk, 1965, Levene, 1960). As inclinagdes da regressao
linear foram uma estimativa de sensibilidade, cujos valores eram maiores para o
método de produtos carneos. Os volumes de injecdo foram cerca de duas vezes
maiores para esse grupo de amostras. Por esse motivo, LOD e LOQ mais baixos

também foram alcancados para produtos carneos.

Figura 23 — Eletroferogramas do padrao aquoso 50 mg L™ de trans-4-hidroxi-Lprolina
(HYP) (A1, B1), inclusdo dos aminoacidos (A2, B2), preparado para bebidas em pé
E (A3), salsicha (B3), preparado para bebidas em po A (A4), linguica bruhwiirst (B4).
A mobilidade media do fluxo eletrosmético foi de 44 x 10° m2 V-1 s™'. Legenda: 1 —
L-prolina; 2 — CHES; 3 — L-triptofano; 4 — L-fenilalanina; 5 — L-leucina; 6 — L-
isoleucina; 7 — MOPS; 8 — L-valina; 9 — HYP; 10 — L-metionina; 11 — L-alanina; 12 —
L-glutamina; 13 — L-treonina; 14 — L-asparagina; 15 — L-serina.
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Fonte: o proprio autor.
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Tabela 3 — Performance analitica do método em termos de figuras de mérito.

Parametros de mérito Amostras

Efeito de matriz Suplementos Produtos carneos
Fcalc? 0,13 0,99
toalc? 0,82 0,88
Razao entre coeficientes angulares® 0,97 1,04

Linearidade
Faixa linear (mg L") 26,80 — 160,80 5,40 — 54,00
Coeficiente angular (L mg™') 0,009 0,021
Intercepto (mg L") 0,017 -0,009
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,998 0,999
Falta de ajuste - Fcai? 0,08 0,15
Normalidade dos residuos — Shapiro-Wilk (W e p-valor)e 0,96 e 0,62 0,97 € 0,84
Homogeneidade dos residuos — Levene (p-valor)f 0,74 0,87

Limites de detecgao (LOD) e quantificagao (LOQ)
LOD (HYP mg L") 2,07 1,48
LOQ (HYP mg L) 6,26 4,70
LOD (COL g/100g) 1,44 0,06
LOQ (COL g/100g) 4,38 0,16

Niveis de concentragéo para HYP (mg L)

Repetibilidade Min. Med. Max. | Min. Med. Max.

Area normalizada — CV (%) 2,36 3,10 3,46 4,39 3,76 3,58
Tempo de migragao normalizado — CV (%) 1,03 0,19 0,75 0,16 0,20 0,16
Precisao intermediaria*
Area normalizada — CV (%) 6,21 6,79 3,37 6,87 4,06 3,73
Tempo de migragao normalizado — CV (%) 0,66 0,34 0,48 0,38 0,37 0,22
Recuperagao
Adicionado (mg L") 26,80 107,20 160,80 | 5,40 21,60 54,00
Quantificado (mg L") 2460 109,00 157,40 5,19 19,04 52,30
Recuperado (REC - %)9 91,70 101,70 97,90 | 96,17 88,18 96,86
Exatidao por comparagao entre métodos Preparaedr: Sgr: bebida (Iéipughlu%ars[:)
Método LC-MS/MS (Colgrave et al., 2008) — COL (g/100g) 86,28 + 1,82 3,25+0,18
Método proposto — COL (g/100g) 89,38 + 3,20 2,87 £ 0,03
Teste t-pareado® 3,76 3,50

3 Ferit2,2;0,05) = 19,00, Ho — varidncias equivalentes (Fcaic<Ferit);

b terit4, 0,05) = 2,78 (bicaudal), Ho — ndo houve diferenga significativa entre médias se tcaic<tcrt

¢Raz&o entre os slopes de curvas analiticas externa e de adi¢do. Aceitacdo de 0,9 a 1,1 (Hoff et al., 2015).
E(Ym_yAm)za-us e

9 Ferit(a,12; 0.05) = 3,26; Fog1c = W)zer]mt

¢Ho — ndo houve diferenga significativa de dados normais se Weaic > Werit; Werit(17, 0,05) = 0,89;

fHo — medias das curvas analiticas externas sédo consideradas iguais se: p-valor > a (0,05);

9REC(%) = 100 , Luanti/icado.

adicionado ’

PMerit2, 0.05) = 4,30; Ho — ndo houve diferencga significativa se tcac<tcri;
*CV =100 i CV = coeficiente de variagao, s = desvio padrao e x = média aritimética.

; Ho — ndo houve falta de ajuste se Fcaic < Ferit;
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Os valores de CV de repetibilidade e precisao intermediaria para suplementos
e produtos carneos, para o tempo de migragao corrigido e, especialmente, para a
razao de area, foram adequados, atendendo aos critérios de aceitagdo mais rigorosos
(s 6%) especificados para todos os niveis de concentragdo (Magnusson, 2014). A
recuperacao das amostras representativas estava de acordo com os critérios de niveis
de concentragdo avaliados especificados para até 10 mg L' e até 100 mg L', que séo
de 80-110% e 90-107%, respectivamente (AOAC International, 2016, Brasil, 2016). A
precisdo avaliada pela comparacdo com o método LC-MS/MS para a bebida em pé
hidrolisada com sabor (pé para bebida A) e a linguica E (briihwurst) retornaram
concentragcbes de colageno (Tabela 3) que foram consideradas estatisticamente
iguais pelo teste t pareado (a = 0,05). Além disso, uma maior confiabilidade a partir do
método comparativo LC-MS/MS assegurou a assertividade sobre a identidade do sinal

de HYP no método proposto.

56 ANALISE DE AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES E
PRODUTOS CARNEOS

Com o método validado, este foi aplicado em amostras de suplementos
hidrolisados e neutralizados, bem como amostras de produtos carneos do comércio
nacional e local. Para o cruzamento de informagdes sobre os resultados quantificados,
os rotulos de cada amostra em termos da fonte principal de colageno, localizagao e
tipo de embalagem foram compilados no Quadro 1, localizado na secao 4.5 Os
resultados das concentragdes de colageno para 11 amostras de suplementos e 10
amostras de produtos carneos estao listados na Tabela 4.

O teor de proteina rotulada nas amostras de suplementos, cujos valores
variaram de 13,3% a 91,7%. Com excecgéao do preparado para bebidas em p6 E, cuja
fonte proteica foi vegetal, todas as amostras apresentaram niveis acima do limite de
quantificagdo (LOQ), como evidenciado nos eletroferogramas apresentados na Figura
24. O teor médio de colageno quantificado variou de 15,0 a 91,3 g/100 g. Para estas,
o colageno foi a unica fonte de proteina com base nas formula¢des de ingredientes
rotulados das amostras. A discrepancia em relagado ao teor médio de colageno entre
o rotulado e o quantificado pelo método proposto, para cada uma das amostras de
suplementos, foi comparada e expressa como um erro relativo. As discrepancias

variaram de -22,0% a 1,5%.
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Tabela 4 — Teor de colageno (COL) e trans-4-hidroxi-L-prolina (HYP) em amostras de suplementos alimentares e produtos carneos
determinados pelo método proposto.

Conteudo Erro

Suplementos alimentares* HYP CoL proteico relativo | Produtos carneos*? HYP CoL
(9/100 g)* (g/100 g)** rotulado o) (9/100 g)° (g/100 g)2®

@i100g) (%)
Preparado para bebidasem p6 A 11,29+ 0,48 90,34 £ 3,87 89,00 1,51 Linguica A (calabresa) 0,21 + 0,01 1,68 £ 0,08
Preparado para bebidasem p6 B 8,58 £ 0,53 68,61 + 4,20 71,79 -4,44 | Linguica B (calabresa) 0,17 £ 0,02 1,34 £ 0,02
Preparado para bebidasem p6 C 9,90+0,74 79,18+594 85,56 -7,45 |Linguica C (calabresa) 0,28 + 0,01 2,27 + 0,08
Preparado para bebidasem pé D 8,52 +0,29 68,13 + 2,32 73,33 -7,10 |Linguica D (paio) 0,18 £ 0,01 1,43 + 0,04
Preparado para bebidas em p6 E® <LOD <LOD 73,33 - Linguica E (briihwurst) 0,36 + 0,01 2,87 £ 0,03
Capsula (6leo) 3,561+ 0,18 28,09+1,45 33,33 -15,74 |Salsicha 0,41+ 0,01 3,31 +0,03
Colageno hidrolisado 10,70+ 0,29 85,57 +2,34 91,67 -6,65 |Fiambre 0,16 £ 0,01 1,25+ 0,09
Gelatina hidrolisada 11,94+ 0,73 91,35+5,86 83,33 9,62 |Mortadela A 0,13+ 0,01 1,06 + 0,02
Pilula A 1,88+ 0,04 15,01 £0,29 13,33 12,58 | Mortadela B 0,29 + 0,01 2,33 +0,04
Pilula B 10,45+ 0,53 83,61 +4,27 81,82 2,19 |Pate 0,05 + 0,01 0,43 +0,05
Pilula C 7,80+0,89 62,38+ 7,11 80,00 -22,02

* Letras representam diferentes amostras de uma mesma categoria;
2 Conteudo expresso em base imida;
b Conteudo de colédgeno calculado ao multiplicar a concentracio de HYP (g/100g) por oito;
¢ Sinais negativos e positivos, respectivamente, indica se os niveis de COL sdo menores ou maiores que os valores proteicos tabelados;

4 Amostras cozidas ou fervidas;

¢ Inferior a concentragdo respectiva ao limite de detecgdo (< LOD).

Fonte: o proprio autor.
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Figura 24 — Eletroferogramas para as amostras de suplementos alimentaras
avaliadas pelo método proposto. As setas indicam o tempo de migragéo para a
trans-4-hidroxi-L-prolina. Condi¢des de analise: capilar de silica fundida de
comprimento total de 64,5 cm e efetivo de 56 cm (75 ym i.d. e 375 ym o.d.).
Voltagem de 30 kV, polaridade positiva na extremidade de inje¢ao. Inje¢ao de 50
mbar por 10 segundos. Detecgdo em 220 nm. Eletrdlito: 25 mmol L-! de histidina e
180 mmol L' de butilamina e 10 mmol L' de B-ciclodextrina no pH 11,4.
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Fonte: o proprio autor.

No entanto, apenas o comprimido C estava em desacordo, uma vez que a
ANVISA admite uma variacdo de 20% em relacdo ao valor nutricional de proteina
rotulada (Brasil, 2003). A gelatina hidrolisada, o colageno hidrolisado e o preparado
para bebidas em p6 A foram as matrizes mais abundantes e com alta correlagao com
os dados rotulados.

O teor rotulado para proteina total nas amostras de produtos carneos variou
de 9,0% a 21,5%. Os eletroferogramas de uma replicata das amostras de produtos
carneos podem ser encontrados na Figura 25. Notou-se uma maior complexidade da
amostra e um perfil homogéneo de sinais para os produtos carneos, em relagao aos
suplementos. Os valores médios de colageno quantificado variaram de 0,43 a 3,3
g/100 g. Todas as amostras analisadas apresentaram concentra¢des de colageno em
conformidade com cada categoria de produto carneo, mediante as tolerancias
regulamentadas para uso de CMS (Brasil, 2000a, c; b). Os niveis de colageno em

patés de frango foram os mais baixos devido a auséncia de ingredientes de tecido
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conjuntivo, uma vez que o uso de CMS para esse tipo de produto nao foi
estabelecido(Brasil, 2000c). Diferente do paté, a CMS foi o principal ingrediente para
as outras amostras. A abundancia de colageno foi maior em salsicha e linguica E

(bruwidirst), devido a uma maior tolerancia de CMS legislada (Brasil, 2000a).

Figura 25 — Eletroferogramas para amostras de produtos carneos. As setas indicam
o tempo de migragéo para a trans-4-hidroxi-L-prolina. Condigdes de analise: capilar
de silica fundida de comprimento total de 64,5 cm e efetivo de 56 cm (75 pm i.d. e
375 um o.d.). Voltagem de 30 kV, polaridade positiva na extremidade de injecéo.
Injecao de 50 mbar por 10 segundos. Detecgdo em 220 nm. Eletrolito: 25 mmol L
de histidina e 180 mmol L-! de butilamina e 10 mmol L' de B-ciclodextrina no pH

11,4.
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Fonte: o proprio autor.

5.7 VERDOR DO METODO PELA ECO-ESCALA E SOFTWARE AGREE E
COMPARACAO DO DESEMPENHO ANALITICO DO METODO COM A
LITERATURA

O desempenho do verdor do método indireto proposto foi avaliado pela eco-
escala. As penalidades especificas de pontuagdo sdo apresentadas na Tabela 5.
Considerando um ponto de partida de 100%, a premissa de verdor do método analitico

e a dedugao de pontos de penalizagéo para riscos de reagentes, riscos ocupacionais,
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quantidade de residuos produzidos e energia necessaria para a analise de cada
amostra. O método obteve um valor de eco-escala de 86 (100 - pontos de
penalizagdo), o que o coloca na categoria acima de 75 pontos. Como resultado, ele é
considerado um exemplo de excelente quimica verde (Gatuszka et al., 2012; Moema
et al., 2023).

Tabela 5 — Descrigao do procedimento de determinacédo do verdor do método pela
utilizacio da eco escala.

ECO ESCALA
REAGENTES
A Quantidade Pictogramas de . Pontos de
Substancias . Risco .
(g ou mL) risco penalidade
L-histidina 0,01 0 0 0
Butilamina 0,10 3 2 (perigo) 6
B-ciclodextrina 0,11 0 0 0
Trans-4-hidroxi-L-prolina 0,01 0 0 0
Acido sulfarico 1,50u7,5 1 2 (perigo) 2
Carbonato de estréncio 0,03 0u 0,10 0 0 0
sub-total 8
INSTRUMENTAL
Energia
Instrumento (kWh por Pontc_:s de
penalidade
amostra)
Estufa de secagem e esterilizagdo 1,1 1
Centrifuga <0,1 0
Eletroforese capilar <0,1 0
sub-total 1
RISCO OCUPACIONAL
Substéancia Risco Pontt?s de
penalidade
Butilamina 3 3
Diéxido de carbono 0 0
sub-total 3
RESIDUO
. . Pontos de
Quantidade (g) Risco penalidade
> 10 (passivagao por simultanea neutralizagéo e precipitagéo) 2 2
Pontos de
penalidade totais
14
Valor da eco
escala
86

Fonte: o proprio autor.
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Pelo software AGREE foi obtido o arco da Figura 26 para o método proposto
(A) e para o método oficial AOAC 990.26 (B), a fim de simbolizar suas pontuacdes

quanto ao verdor analitico e compara-las.

Figura 26 — Arco em seg¢des que representam os 12 principios da quimica analitica
verde para o método proposto (A) e o método oficial AOAC 990.26 (B). As cores
verde, amarelo, vermelho e suas nuances representam, respectivamente, do
excelente ao inadequado grau de verdor.

Fonte: gerado pelo software AGREE (Pena-Pereira, Wojnowski e Tobiszewski, 2020).

As respostas sobre o método proposto para os 12 critérios do software
AGREE foram: A analise nao foi direta, requisitou preparo de amostras, em reduzido
numero de etapas (1). A massa de amostra foi de 1,00 g (2). A instrumentacgao esteve
offline (3) com relacao as outras etapas de hidrélise, filtragdo, neutralizagao seguida
da precipitagdo do principal interferente e centrifugagdo (4). O processo nao foi
automatizado ou miniaturizado (5). O derivatizante foi evitado (6). Foram poucos
microlitros do BGEs por amostra analisada. Porém 11 mL foram produzidos como
residuo por amostra, advindos de 10 mL do hidrolisado de produto carneo, 0,1 mg de
sulfato de estréncio gerado e 0,7 mL do tubo vial. A passivagao foi feita por
neutralizagéo (7). Apenas a HYP foi analisada e a frequéncia analitica determinada
em numero de amostras por hora. Considerando um CE com 49 posic¢des, pode-se
alocar curvas analiticas (n = 15), o vial para descarte, trés trocas dos pares de BGE e
dois para a limpeza do capilar e 25 pocos replicatas de amostras. Resultando em 7,7
horas de analise instrumental. Cada andlise levaria 11,5 minutos, considerando 1,5
minuto para o preenchimento do capilar e troca de vials automatica, tempo de corrida
de 8,5 minutos e 75 segundos de condicionamento do capilar entre corridas. Foram

computadas 16 horas de hidrélise e trés horas para o preparo de todas as amostras.
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Por fim, seriam necessarias 27,7 horas, que resultariam em cerca de 1,5 analises por
hora (8). A instrumentagdo de maior consumo foi a estufa de secagem com 0,22 kWh
por analise (9). O analito, e a histidina sdo derivados de organismos vivos e a -CD
de fontes renovaveis (10). A butilamina foi o reagente téxico e inflamavel (11) e o acido
sulfurico o corrosivo (12).

A pontuagdo do método proposto totalizou 0,49, cujo desempenho geral foi
aceitavel. Para composi¢cdo da pontuacdo foram considerados: inadequados os
principios 3, 5 e 8; medianos 1, 7 e 10; e de bom a excelente em 2, 4,6, 9, 11 e 12.
As maiores penalidades para o método proposto sdo em virtude da falta de
automatizagao unica por todo o método. Comparativamente, notam-se 7 principios
inaceitaveis para o método classico, que estao relacionados a maior quantidade de
amostra, consumo de reagentes, numero elevado de etapas e producéo de residuos.

Diante de outros métodos apresentados na Tabela 1, localizada na segao
2.3.1 da revisdo da literatura, que compilou os métodos mais representativos da
literatura para analise rotineira de colageno em amostras de alimentos, o desempenho
do método proposto foi comparado em termos de aplicabilidade, tempo de separacéo,
precisédo, exatidao, LOD e LOQ. O tempo de separagao variou entre 5,0 e 50,0
minutos, ou seja, o método proposto (8,5 minutos) aproxima-se dos valores inferiores,
que podem ser considerados os que proporcionariam maior frequéncia analitica,
considerando apenas a analise. O escopo do método proposto foi amplo e competitivo
em termos de representatividade, diante da realidade nacional. A etapa classica de
hidrolise acida foi a mais praticada na preparagdo da amostra. Em termos de
desempenho do método proposto, os valores encontrados para a exatidao foram
equivalentes aos métodos (Colgrave et al., 2008, Messia et al., 2008, Yuswan et al.,
2021). Embora, seja um método indireto, este alcangou a faixa de precisdo mais
estreita em comparacdo com outros métodos (Colgrave et al.,, 2008, Mazorra-
Manzano et al., 2012, Messia et al., 2008, Yuswan et al., 2021). Exceto pelo método
de LC-MS/MS, cujos limites analiticos eram mais baixos, os valores do método

proposto foram equivalentes a literatura e adequados para as amostras analisadas.
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6 CONCLUSAO

Duas propostas foram abordadas no presente trabalho e, primeiramente, foi
concluida a tentativa de determinac&o do teor de colageno por monitoramento direto
da P2C. Embora a reacao de oxidacdo de HYP com cloramina-T ndo tenha retornado
evidéncias para a formacgao de P2C, o desenvolvimento do método de separacao foi
bem-sucedido. O método de CZE apresentou-se de facil execugédo, com reagentes
acessiveis e alta frequéncia com tempo de analise sub-minuto. Ainda, informacdes
como o pKa e sua mobilidade efetiva em fungéo do pH foram caracterizados pelo
presente trabalho. O método poderia ter utilidade em reagdes in-vivo e enzimaticas,
tendo em vista que a literatura da suporte sobre a sua ocorréncia pela acao da D-
amino oxidase. Ainda, os resultados da espectrometria de massas para 0os meios
reacionais podem ser indicativos de outras substancias passiveis de monitoramento
neste processo.

Em proposigéo para determinagéo do teor de colageno pela quantificagdo da
HYP, no contexto da modelagem in silico, planejamento multivariado de experimentos
e metodologia de superficie de resposta foram uteis para selecionar um BGE
adequado e ajustar os parametros do instrumento, destacando a combinagao de
temperatura e concentracdo de B-CD e sua influéncia na seletividade do método.
Antes da analise por CE, o ajuste da forga idnica dos hidrolisados da amostra e a sua
limpeza foram alcangadas com a neutralizagdo seguida de precipitagdo com SrCO3
em etapa unica. O teor total de colageno foi determinado com sucesso em amostras
de suplementos alimentares e produtos carneos sem a etapa de derivatizagdo em um
sistema CE convencional. O procedimento estda em conformidade com o verdor para
a eco-escala, mas a metodologia AGREE evidenciou pontos de melhora,
especialmente no quesito de geragao de residuos do preparo de amostra, automagao
do processo como um todo e miniaturizagao, estes ultimos considerados inviaveis
para a proposigao.

A abordagem inovadora indireta permitiu a separacdo de HYP com
detectabilidade equivalente em comparacdo com métodos espectrofotométricos
auxiliados por derivatizacao. A validagao do método seguiu as diretrizes internacionais
e 0s niveis de colageno em produtos carneos estavam em conformidade com os
regulamentos. Além disso, este método também produziu resultados confiaveis para

amostras de suplementos alimentares. O tempo de hidrdlise foi um dos limitantes para
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frequéncia analitica, porém esta poderia ser aprimorada, futuramente, com a utilizagao
do micro-ondas. Ainda, em trabalho de conclusdo de curso da aluna Rafaela da Silva
Barbosa, foi realizada a ampliacdo do escopo deste método ao realizar a identificacao
da origem de aglutinantes utilizados na preparacéo de telas de obras de arte pela
determinacao dos aminoacidos L-glicina, L-prolina, trans-4-hidroxi-L-prolina, L-serina
e L-tirosina. Tal fato demonstra a possibilidade de outras aplicagdes para o método
proposto. Por isto, o potencial do método para a separagao e validagcado de outros

aminoacidos e poderia ser utilizado em aplicacdes das mais diversas matrizes.
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APENDICE A — DESCRIGAO DO PROCEDIMENTO DE DETERMINAGAO
DA MOBILIDADE DO ACIDO PIRROL-2-CARBOXILICO EM FUNGAO DO PH

Em triplicata, o capilar foi preenchido por cada um dos BGEs descritos na
Tabela A1. Foi introduzido um plugue contendo uma acetona 0,2% (marcador neutro,
N1) e P2C 50 mg L™". Foram transferidos a 50 mbar por 5 segundos (tinj) para a zona
termostatizada e aplicada tensao (Vprog). Esta foi de 20 e, 25 kV apenas para o pH 2,0,
por um tempo (tmigr) que variou de 25 a 85 segundos, do pH maior para o menor. O
segundo plugue contendo apenas o marcador neutro (N2) foi introduzido e o conteudo

empurrado (100 mbar). Os eletroferogramas estao apresentados na Figura A1.

Tabela A1 - Solugbes-tampao elaboradas para determinacdo da mobilidade e pKa do
acido pirrol-2-carboxilico em cada condicao de pH.

Conc. Forga lonica pH Mgct
BGEs (Mmol L) (mmolL")  rerco PHEP (109 m? V1 )
Acido fosférico 15,3
. ) 20,7 2,4 2,0 0,0
Dihidrogenofosfato de sédio 16,0
HIBA 53,5
22,9 3,8 3,6 -12,1
TRIS 22,6
Acido acético 40,0
20,7 4,7 4,5 -27,29
TRIS 20,7
MES 65,9
21,2 57 5,8 -35,0
TRIS 21,3
MES 25,6
20,4 6,6 6,8 -36,2
TRIS 21,0
HIBA 23,5
23,5 7,2 7;3 _3711
TRIS 26,3
HIBA 21,9
21,9 8,5 8,5 -37,7
TRIS 70,7

Fonte: o proprio autor.

Os eletroferogramas da Figura A1 foram registrados em 255 nm e os valores
dos parametros utilizados no método, e os observados diretamente nos experimentos

foram utilizados para o calculo da mobilidade do P2C utilizando a Equacao A1 abaixo:

(tpac- — tn1)Lg
inj

t
tvz + () — tq
Vprog (tmigr - (tramp—up/z) - (tramp—down/z)

Hact, p2c~ = (Al)
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Os termos supracitados foram substituidos pelos valores de cada condigao de
pH avaliado: para o tempo de migracédo do P2C (tr2c), do primeiro (in1) € segundo
marcador (tn2), 0 atraso entre o final da aplicagdo da presséo e o inicio (td¢) e para a

rampa atingir a voltagem (tramp-up) € retornar (tramp-gown), todos na unidade de segundos.

Figura A1 - Eletroferogramas originados pelo método de Willams & Vigh (1996) para
a determinagdo da mobilidade do acido pirrol-2-carboxilico registrados em 255. O

sinal do analito esta entre os marcadores neutros.
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I‘ i \II‘| ‘I‘I
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| I | I [
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Il | I| | i [l
- I I l;‘. (
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J / — ,‘l \ \ - _ - (—
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Fonte: autoria propria.

Pela equacao de Onsager-Fuoss (Equagéo A2) descrita abaixo, foi acessada
a mobilidade idnica (o, p2c-), empregando a forga idnica (1) e conhecendo a mobilidade

real pelo método supracitado (Costa et al., 2008):

V1
1441

Hact, P2c- = Ho,p2c — [0,23I10,P2c- +31,3. 10_5] (A2)

Para o acido benzdico, composto selecionado como controle, foi submetido
ao mesmo método, em pH 7,3 apenas, onde apresenta-se totalmente ionizado (pKa
4,2), com a finalidade de estimar a acuidade do método por comparag¢ao da mobilidade
calculada com a encontrada no banco de dados do software PeakMaster via céalculo

do erro relativo
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APENDICE B — ESTATISTICA PELA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA)
PARA AVALIAGAO DA SIGNIFICANCIA DOS FATORES UTILIZADOS NO
PLANEJAMENTO DOEHLERT

Tabela B1 — Analise de variancia (ANOVA) para o planejamento de superficie do tipo
Doehlert a trés niveis para a -cciclodextrina (3 -CD) e cinco niveis para a
temperatura e os ajustes aos modelos linear (L) e quadratico (Q). Fatores

significativos destacados em vermelho para um nivel de significancia de 95%.
Siglas: SS = soma dos quadrados; df = graus de liberdade; MS = média da soma

dos quadrados.

Fator SS df MS F p
(1) Temperatura (°C) (L) 0.687 1 0.687 0.0140  0.00705
Temperature (°C) (Q) 0.219 1 0.219 0.0448  0.0216
(2) [B-CD] (mmol L) (L) 0.0386 1 0.0386 7.91 0.107
[B-CD] (mmol L) (Q) 1.02 1 1.02 0.0209  0.00474
1L por 2L 0.333 1 0.333 0.681  0.00144
Falta de ajuste 0.0365 1 0.0365 7.46 0.112
Erro puro 0.00978 2 0.00489

Total SS 2.20 8

R2=0.979
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