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Métodos cromatograficos
especiais para a andlise de liquido ruminal, silagem e leite em ruminantes

1. Resumo

O desenvolvimento de novos métodos para estimar o nimero de variantes proteicas
de caseina (CN) e proteinas no soro do leite de bufala é necessario para otimizar as
propriedades tecnoldgicas e nutricionais dos derivados lacteos desta espécie. Des-
ta forma, no presente capitulo, propde-se um método para quantificar as principais
variantes proteicas da caseina e as principais proteinas no soro do leite de bufalas,
utilizando a combinacdo de medidas derivadas das técnicas de cromatografia liquida
de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) e medidas de espectroscopia no infraver-
melho préximo (NIRS). O método envolve uma extracdo liquido-liquido sequencial das
fracOes proteicas usando solucdo tampao de BisTris, cloridrato de guanidina, citrato
de sodio e dl-ditiotreitol. O extrato final obtido deve ser analisado por RP-HPLC-DAD,
usando-se o valor de caseina e proteina totais obtido por NIRS para a quantificacdo
das proteinas separadas e identificadas.

2. Introducao

As variantes proteicas de caseinas (CN) e proteinas do soro no leite de ruminantes sao
conhecidas por sua influéncia diferencial nas propriedades tecnolégicas e nutricionais
dos produtos derivados do leite (Fox e McSweeney, 2003). Portanto, é necessario iden-
tifica-las e quantifica-las de forma eficiente no leite de diferentes espécies de ruminan-
tes. Entre os ruminantes, o bufalo tem sido objeto de especial atencdo mundial recen-
temente, devido a sua capacidade de adaptacdo a diferentes condicSes geograficas,
bem como pela ampla variedade de produtos lacteos que podem ser fabricados a par-
tir de seu leite (Oliveira et al., 2020; Lima et al., 2021). Além disso, o leite de bifala tem
apresentado efeitos benéficos para a salide humana,
comparado ao leite bovino devido a sua composicdo
quimica (Patifio et al., 2012), o que tem aumentado

Portanto, € necessario as demandas deste produto para consumo humano.

identifica-las e
quantifica-las de forma Os fatos anteriormente mencionados tém estimula-
eficiente no leijle de do o desenvolvimento de métodos precisos para a
difefentes espécies de determinacdo e caracterizacdo da proteina do leite
ruminantes. Entre os de bufala, nos quais, atualmente, a Cromatografia
ruminantes, o bUfalo.tem Liquida em Fase Reversa acoplada a Espectrometria
Sltdo ONbJeto dzgslpeCIal de Massa (LC-MS; Feligini et al.,, 2009) e a Cromato-
atencao mundiat... grafia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detec-
tor de Arranjo de Diodos (RP-HPLC-DAD; Bonfatti et
al., 2013) tém mostrado resultados satisfatorios. No
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entanto, o detector de espectrometria de massa nao esta disponivel na maioria dos
laboratorios analiticos devido aos seus altos custos. Além disso, a quantificacdo de
proteinas usando apenas RP-HPLC-DAD requer padrées puros, que no caso do leite
de bufala ndo estdo disponiveis comercialmente (Bonfatti et al., 2013). Assim, para a
quantificacdo usando curvas de calibracdo, esses padroes precisam ser isolados e
purificados do leite de bufala por cromatografia liquida preparativa (Bonfatti et al.,
2013), um método complexo que requer etapas especializadas e equipamentos ndo
comumente disponiveis em laboratérios analiticos ndo especializados em extragdo e
caracterizacdo de metabolitos. Isto sugere, que métodos mais aplicaveis a condigdes
reais precisam ser propostos.

Uma estratégia para superar a dificuldade acima mencionada, poderia estar focada
na combinagdo das técnicas cromatograficas, com diversos métodos espectrosco-
picos de anélise, dada sua seletividade e acuracia. Um destes métodos, pode ser a
espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS), a qual tem sido usada amplamente
para determinar a composicdo do leite de ruminantes (Melfsen et al. al., 2020). Em um
relatério tipico de andlise quimica do leite por NIRS, os teores de proteina total e casei-
na podem ser determinados com precisdo (Tsenkova et al., 2000). Assim, esta técnica
pode ser facilmente associada a outras técnicas analiticas para melhorar o entendi-
mento da composi¢do proteica do leite de ruminantes.

A proteina total do leite de bufala consiste em cerca de 20% de proteinas do soro do
leite, com os principais componentes a-lactalbumina (a-LA), B-lactoglobulina (3-LG)
e 80% de caseinas, divididas nas principais subclasses a-(aS1- e aS2-), 3- e k-casei-
na (-CN), que estdo dispostas em micelas (Swaisgood, 1982). Considerando que a
RP-HPLC-DAD fornece estimativas precisas das proporc¢ées de variantes de caseina e
proteinas do soro do leite, assim como a NIRS fornece um valor preciso dos teores de
proteina total e caseina, a combinacdo de ambas as técnicas poderia facilitar a anlise
quantitativa das fracOes proteicas do leite de bufala, superando as limitacoes técnicas
acima mencionadas quanto ao uso exclusivo de RP-HPLC-DAD ou LC-MS. Assim, o pre-
sente capitulo apresenta um método para quantificar diferentes variantes proteicas de
caseina e principais proteinas do soro do leite de bufalas, utilizando a combinacao das
técnicas de RP-HPLC-DAD e NIRS.

3. Reagentes

3.1. Solugdes para extragdo de proteinas

3.1.1. Solugdo A: Esta solucdo (pH = 7,0) contém tampao BisTris (lote B-9754, pureza
> 98%, Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) na concentracdo de 0,1 M, cloridrato de
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guanidina (lote G-4505. Pureza > 99%, Sigma Aldrich®) na concentracdo de 6 M, citrato
de sodio (Sigma Aldrich®) na concentracdo de 5,37 mM e dl-ditiotreitol (lote 43817,
pureza > 98%, Sigma Aldrich®) na concentragdo de 19,5 mM.

Nota: Prepare esta solucdo diariamente.

3.1.2. Solugdo B: esta solugdo contém cloridrato de guanidina (lote G-4505. Pureza >
99%, Sigma Aldrich®) na concentracdo de 4,5 M. O solvente desta solugdo é uma mis-
tura composta de acetonitrila (grau HPLC): agua Milli-Q®: acido trifluoroacético (TFA,
Sigma Aldrich®) na propor¢ao 100:900:1 (v:v:v).

Notas:

a. Manuseie o TFA com extremo cuidado.

b. Use uma cabine de extracdo para preparar esta solucao.

3.2. Fases moveis para HPLC
3.2.1. Fase movel A: preparar uma solucao de TFA 0,1% v/v em dgua Milli-Q®.

3.2.2. Fase movel B: preparar uma solugdo de TFA a 0,1% v/v em acetonitrila (grau HPLC).
4. Equipamento

4.1. Equipamento de laboratorio

a. HPLC equipado com coluna de guarda C8, coluna C8, forno, amostrador automatico
com refrigerador de liquidos (minimo: 4 °C) e detector de arranjo de diodos (DAD).

b. Centrifuga (atingindo pelo menos 14,000 x g).
c. Freezer (temperatura minima de -20 °C).
d. Vortex.

e. Balanca analitica.

4.2. Materiais
a. Tubos Safe-Lock Eppendorf®de 2,2 mL (dois por amostra).

b. Suporte para tubos Eppendorf®,
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c. BalGes volumétricos.
d. Micropipetas automaticas e ponteiras.
e. Vials, tampas e septos para cromatografia (um conjunto por amostra).

f. Microespatula.
5. Procedimento

5.1. Extragdo de variantes proteicas

5.1.1. No dia da anélise, se as amostras estiverem congeladas, descongela-las a tem-
peratura ambiente (25 °C).

5.1.2. Pegar uma aliquota de 1 mL de leite e transferi-la para uma bala Eppendorf® de
2,2 mL usando pipeta automatica.

5.1.3. Adicionar 1 mL de solucdo A a bala Eppendorf® de 2,2 mL contendo a amostra
de leite (1:1 - amostra: solugdo A).

5.1.4. Agitar a mistura em um vortex por 10 s em velocidade média.

5.1.5. Incubar a mistura a temperatura ambiente (25 °C) durante 1 h.

Nota:

Asala na qual aincubacdo esta sendo executada pode ser climatizada (25 °C) usando
uma unidade de ar-condicionado. A padronizacdo das condicoes de incubacgdo contri-
bui a diminuicdo das variagdes ao longo dos diferentes dias de processamento.

o 5.1.6. Centrifugar a 14,000 x g por 5 min.

5.1.7. Uma camada de gordura superior é formada apos a centrifugacdo. Em se-
(© guida, remové-la cuidadosamente usando uma microespatula.

5.1.8. Pegar 450 ulL do sobrenadante e transferi-lo para uma nova bala Eppen-
o dorf®de 2,2 mL. A esta mesma bala, adicionar 1350 ulL de solucao B (1:3 - sobre-
nadante: solucdo B).

5.1.9. Transferir 1 mL da mistura para um vial cromatogréfico para analise por
HPLC.
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5.1.10. Analisar as amostras por RP-HPLC-DAD. Nota: armazenar as amostras sob refri-
geracdo a4 °C até a analise.

5.2. Andlise cromatografica (condicées)
a. Temperatura da coluna: 45 °C.
b. Volume deinjecdo: 5 pl.

c. Fase estacionéria: coluna Hypersil GOLD™ C8 (3 um, 150 x 4,6 mm) equipada
com coluna de guarda Hypersil GOLD™ C8 (5 um, 10 mm).

d. Comprimento de onda de trabalho: 214 nm.

e. Modo: gradiente, fluxo constante: 0,500 mL/min (ver gradiente de eluicdo na
tabela 1).

Tabela 1. Gradiente de eluigdo a ser usado na corrida cromatografica. Fonte: Autores.

Nivel Tempo (min) Fluxo (mL/min) %A %B Curvatura

1 -13,000 Equilibrio

2 -13,000 0,500 67 33 5
3 -12,001 0,500 67 33 5
4 -12,000 0,750 67 33 5
5 -11,001 0,750 67 33 5
6 -11,000 1,000 67 33 5
7 -10,001 1,000 67 33 5
8 -10,000 1,250 67 33 5
9 -9,001 1,250 67 33 5
10 -9,000 1,500 67 33 5
1N -8,001 1,500 67 33 5
12 -8,000 1,750 67 33 5
13 -7,001 1,750 67 33 5
14 -7,000 2,000 67 33 5
15 -3,001 2,000 67 33 5
16 -3,000 1,500 67 33 5
17 -2,001 1,500 67 33 5
18 -2,000 1,000 67 33 5
19 -1,001 1,000 67 33 5
20 -1,000 0,500 67 33 5
21 0,000 0,500 67 33 5




Capitulo 3
Extracdo, identificacdo e quantificacdo de proteinas do leite bubalino

usando a combinagdo de cromatografia liquida

Nivel Tempo (min) Fluxo (mL/min) %A %B Curvatura

22 0,000 Corrida cromatografica

23 0,000 0,500 67 33 5
24 5,000 0,500 65 35 5
25 5,001 0,500 65 35 5
26 9,000 0,500 63 37 5
27 9,001 0,500 63 37 5
28 18,000 0,500 60 40 5
29 18,001 0,500 60 40 5
30 22,000 0,500 59 41 5
31 22,001 0,500 59 41 5
32 27,500 0,500 59 41 5
33 27,501 0,500 59 41 5
34 28,000 0,500 57 43 5
35 28,001 0,500 57 43 5
36 36,000 0,500 55 45 5
37 36,001 0,500 55 45 5
38 40,000 0,500 55 45 5
39 40,000 Fim da corrida cromatografica

Notas:

a. A=0,1% TFA em agua; B=0,1% TFA em acetonitrila;

b. Os tempos negativos correspondem a um processo de equilibrio de fase
estaciondria, que deve ser feito antes da injecdo de cada amostra. Durante este
tempo, a amostra ndo é injetada no equipamento, porém, a amostra ja deve estar
no rack do cromatégrafo.

5.3 Analise NIRS

Determinar os teores de proteina total e caseina em g/100 g de leite, bem como sua
densidade usando um equipamento NIRS (existem diversas marcas comerciais, para
as quais diversos protocolos de anélise sdo definidos). As descricdes destes protoco-
los, escapam dos objetivos deste capitulo. Para mais detalhes do uso do NIRS em cién-
cias da produgdo animal, consulte a Evangelista et al. (2022); Giannuzzi et al. (2022) e
Yakubu et al. (2022).
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6. Calculos

6.1. Determinaradreadepicoparacadaproteinanocromatograma,
incluindo variantes de caseinas (k-CN X2, a_,-CN, k-CN X1, a_-CN
B,a _-CNAefy-CN)e proteinas no soro do leite (a-La e B-l:g)
(Figura 1). Leve em consideracdo que algumas variantes de caseina
podem estar ausentes na amostra.

Figura 1. Perfis cromatograficos do leite bubalino de diferentes bufalas (a, b, c e d).
Considere que nem todas as variantes de caseina sdo expressas ao longo do leite
de diferentes animais. Fonte: Chromeleon™ 7.2 Chromatography Data System (CDS)
Software
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6.2. Para o calculo das quantidades de variantes de caseina (k-CN
X2, a_,-CN, k-CN X1, a_-CN B, a_ -CN A e By-CN), usar o seguinte
procedimento:

6.2.1. Calcular a area total dos picos das variantes de caseina (soma das areas dos
picos).
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6.2.2. Calcular a proporcdo de cada variante de caseina de acordo com a seguinte
equacao:

area de pico de variante de caseina

Propor¢ao de variante de caseina = - - - -
soma de areas de pico de variantes de caseina

6.2.3. Calcular a concentragdo de cada variante de caseina em g/100 g de leite, usan-
do a seguinte equagao:

Concentragdo da variante de caseina (g/100g de leite) = Teor de caseina (g/100 g de leite)
x Proporcdo da variante de caseina

6.2.4. Facultativo: pode calcular a concentracdo da variante caseina em g/L de leite,
usando a seguinte equagao:

Concentracdo da variante de caseina (g/L leite) = (Concentragdo da variante de caseina
(g/100 g de leite)) x (densidade do leite (g/mL)) x 10

6.3. Para o calculo das quantidades de variantes de proteinas
do soro de leite (a-La e 3-Lg), usar o seguinte procedimento:

6.3.1. Calcular a area total de variantes de proteinas do soro de leite (soma das &reas
de pico).

6.3.2. Calcular a proporcdo de cada variante de proteina do soro de leite de acordo
com a seguinte equagao:

Proporcdo de variante de proteina do soro de leite

area de pico de variante de proteina do soro deleite

soma das areas de pico de proteina do soro deleite

6.3.3. Calcular a proteina total do soro de leite assumindo que a proteina total do leite
= caseina + proteina do soro de leite, usando a seguinte equagdo:

Teor de protefna do soro de leite (g/100 g de leite) = proteina total do leite (g/100 g de leite)
- caseina (g/100 g de leite).

6.3.4. Calcular a concentracdo de cada variante de proteina do soro de leite em g/100
g de leite, de acordo com a seguinte equacao:

Concentragdo de variante de proteina do soro de leite (g/100 g de leite) = Teor de proteina do
soro de leite (g/100 g de leite) x Proporcdo de variante de proteina do soro de leite
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6.3.5. Opcional: pode calcular a concentracdo de variantes de proteina do soro de
leite em g/L de leite, usando a seguinte equagado:

Concentragdo de variante de proteina do soro de leite (g/L leite) = (Concentragdo de variante
de proteina do soro de leite (g/100 g de leite)) x (densidade do leite (g/mL)) x 10

7. Tempo de analise

a. Preparacdo de solucGes e materiais: 30 min
b. Extracdo de variantes de proteinas: um lote de 24 amostras: 101 min.

c. Tempo total da andlise cromatogréfica (por amostra): 53 min (13 min de equilibrio +
40 min de corrida cromatografica).

d. Andlise NIRS: 5 min.

8. Comentarios adicionais

8.1. Tomar especial cuidado com a amostragem homogénea. Em alguns casos, quan-
do o leite foi armazenado por longos periodos ou o leite é descongelado, ele tende a
formar materiais particulados sélidos. Se houver formacdo de material particulado,
agite vigorosamente o recipiente do leite para coletar uma amostra representativa.
Caso contrario, descarte a amostra.

8.2. 0 programa de equilibrio antes de cada execucdo de amostra é estritamente ne-
cessario para obter uma separacao bem-sucedida das proteinas do leite.

8.3. Verifique os limites maximos de fluxo de sua
Portanto, é necessario coluna antes de usa-la. Considere, que o programa
identifica-las e envolve um fluxo maximo de 2,0 mL/min, o qual
quantifica-las de forma pode ser superior ao limite maximo de uma coluna

eficiente no leite de diferente a proposta neste protocolo.
diferentes espécies de

ruminantes. Entre os 8.4.Se o seuequipamento de HPLC ndo contém um
ruminantes, o bufalo tem modulo de amostrador automatico com refrigera-
sido objeto de especial 3o, vocé pode usar um refrigerador convencional
aten¢ao mundial... e injetar as amostras manualmente. As amostra
processadas devem ser armazenadas a 4 °C.

D
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