thermoscientific

W

NOTA DE APLICACAO 73151

»n

Analise de aminoacidos nao derivatizados no vinho
por separagcao com HILIC e deteccao de massa

Autores Objetivo
Soo Hyun Park, Katherine Lovejoy, ¢ Desenvolver um método sensivel e reproduzivel para a andlise de 22
Sylvia Grosse, Mauro De Pra, aminoéacidos n&o derivatizados.

Stephan Meding, Frank Steiner e Empregar método para quantificar 17 aminogcidos no vinho.

ThermolFisher Scientific, * Quantificar a prolina de forma precisa, usando um padr&o intemo
Germering, Alemanha isotopicamente marcado.

Vantagens da aplicacao

e O preparo simples da amostra sem derivatizacéo e passo adicional de

Amino&cidos n&o derivatizados, HILIC, limpeza reduz o trabalho do analista e as fontes de erro.
detecgao de massa de quadrupolo ~ o L o .
tnico, quantificacéo do padréo interno, ¢ A deteccao de massas possibilita a quantificacao de aminoacidos que nao

vinho. ISQ EM. ISQEC sao completamente solucionados por cromatografia.

Palavras-chave

e O método detecta de forma reproduzivel e de forma sensivel os
aminoacidos no vinho.

e Um padrao marcado isotopicamente permite uma quantificacao altamente
precisa da prolina no vinho.
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Introducéao

Os amincacidos nas uvas servem como fonte de nitrogénio
no crescimento das leveduras durante a fermentacao do
vinho e influencia tamkém nas propriedades organolépticas
do vinho como percursores de alcoois, aldeidos e ésteres. 1
O monitoramento dos niveis dos diversos aminoacidos nas
uvas, antes da fermentacéo das leveduras, pode ser de
grande importancia no controle do processo de producdo
do vinho.2 Em especial, a quantidade de nitrogénio
disponivel na levedura do vinho e o potencial aroma do
vinho sao afetados pelos niveis e tipos de aminoacidos. O
controle rigoroso da disponibilidade de aminocacidos pode
ser benéfico para a producao de vinhos de alta qualidade.
O teor dos amincacidos no vinho ¢ influenciado pela cepa
da levedura, tratamentos usados durante a femmentacgao,
variedade das uvas e o terroir3 Inimeros registros
utilizaram de forma exitosa a composicao dos aminocacidos
para diferenciar os produtos do vinho de acordo com as
variedades das uvas, origem geografica, ano de colheita,
entre outros.2-4 Isso poce ser Uutil na deteccao de
adulteracéo do vinho. Portanto, existe um interesse e
necessidade cada vez maiores de analisar de forma
precisa tanto a composicdo dos aminoacidos dos vinhos
quanto as alteracdes no teor dos amincacidos durante a
producao e envelhecimento do vinho. A prolna € o
aminoécido mais abundante no vinho, atingindo 30% a
85% do teor total dos aminoacidos.3 Como a prolina nao é
metabolizada durante a fermentacao das leveduras,3 ela
pode ser usada como marcador diagnodstico para
diferentes variedades de uvas e fterroirs. Além disso, a
quantificacao precisa de prolina pode ser Util para fins de
controle de qualidade.

Como a maioria dos aminoécidos carece de cromoforo ou
fluordforo, € necesséria a cerivatizacao pré e pds-coluna
para analisa-los por cromatografia liquida (CL) acoplada a
um detector UV ou de fluorescéncia. Além de aumentar a
sensibiidade da deteccao, a derivatizacao também
possibiita a retencdo e separacdo da maioria dos
amino&cidos hidrofiicos nas colunas em fase reversa ao
aumentar as partes hidrofdbicas.5 No entanto, a técnica de
derivatizacéo requer a manipulacao de produtos quimicos
toxicos como o o-ftakldeido  (OPA) e o]
fluoreniimetiloxicarbonil  FMOC) Os  reagentes da
derivatizacdo podem produzir picos que interferem nos
analitos por conta dos subprodutos da reagao, do proprio
reagente, das impurezas do reagente e dos produtos de
degradacao. Além disso, a técnica de derivatizacao requer
trabalho adicional por parte do analista, o que pode afetar
negativamente a robustez e a reprodutibilidade do método
por conta de erros sistematicos e aleatdrios durante a
etapa de manipulacao da amostra.

A cromatografia liquida com interagéo hidrofiica (HILIC)
combinada com a deteccéo de massas € uma alternativa
para a realizacdo da analise dos aminoacidos i que os
aminoécidos podem ser analisados sem cerivatizacao. A
HILIC € uma boa opcao para a retencao e separacao dos
aminoacidos, que sa@o em sua maioria compostos altamente
polares. O uso de detectr de massas pemite a
quantificacéo precisa de analitos em amostras complexas
apesar da separacao incompleta. Os detectores de massa de
quadrupolo Unico sao féceis de operar e controlar mesmo
para 0s analistas sem conhecimento profundo em
espectrometria de massas.

No presente trabalho, desenvolvemos um método de HILIC
sensivel e reproduzivel combinado com a deteccao de massa
quadrupolo para realizar a andlise de 22 amincacidos nao
derivatizados, aplicavel a uma grande variedade de amostras
como alimentos, lebidas e meios de fermentagao. O método
desenvolvido foi entao empregado em uma amostra de vinho
e foram analzados 17 aminoacidos, previamente
identificados3. Por ultimo, a prolina, um possivel marcador
diagnodstico para o vinho, foi quantificada usando um padréo
interno isotopicamente marcado.

Experimental

Produtos Quimicos

e Sistema de purificacao de agua ultrapura Thermo
Scientific™ Bamstead™ GenPure™ xCAD Plus, é&gua
deionizada, 18,2 MQ-cm a 25 °C (n° de peca 50136149)

e Fisher Scientific™ grau LC/MS Optima™ (n° de peca A955)

e Acido férmico Fisher Scientific™ grau LC-MS Optima™ (n°
de peca A117)

e Formiato de amonio, grau LC/MS Optima™ n° de peca
A115)

e Padrao de aminodcidos Themmo Scientific™ Pierce™ H (n°
de peca P120088)

e | -Amincécidos, Sigma-Aldrich (0° de peca SIAL-LAA21-
1KT)
e | -prolina-2,5,5-d;, Sigma-Aldrich (n° de peca 791261)

e Acido cloridrico, fumegante, 37%, Merck (n° de peca
1.00317.1000)



Manuseio de amostras
¢ Mini centrifuga Fisherbrand™ (n° de peca 12-006-901)

¢ Medidor de pH de bancada Thermo Scientific™ Orion
3 Star™ (n° de peca 13-644-928)

e Mini misturador Vortex Fisher Scientific™ Fisherlbrand™
(n° de peca 14-955-152)

¢ Pipetas de canal Unico de volume variavel Thermo
Scientific™ Finnpipette™ F1: 100-1000 pL (n° de peca
4641100N), 10-100 pL (n° de peca 4641070N), 1-10
uL (n°de peca 4641030N)

e Frascos (Ambar de 2 mL), Fisher Scientific (n° de peca
15508760)

e Tampa tipo “Snap Cap” com septo (siicone/PTFE),
Fisher Scientific (n"° de peca 10547445)

¢ Frasco de insercao fixa e tampa de encaixe (ambar, 0,3
mL) (n° de peca 03-FIV(A))

¢ Kit de frascos de vidro transparente certificado
Fisherbrand™, tampa de rosca (silicone/PTFE) PP, para
a preparacao das amostras (N° de peca 15562320)

e Sartorius™ 17761---K, filtro de seringa RC Minisart®
(15 mm, poro de 0,2 um), adquirido da Fisher Scientific
(n°de peca 10712712)

Instrumentacao
Sistema UHPLC Thermo Scientific ™ Vanquish™ Flex
composto por:

¢ Base do Sistema Vanquish Horizon/Flex (P/N VH-
S01-A)

e Bomba quaternaria Vanquish F (n° de peca VF-P20-
A)

* Amostrador de Divisao Vanquish (n° de peca VF-
A10-A)

e Compartimento de Coluna Vanquish H (n° de peca
VH-C10-A-02)

e Espectrédmetro de massa de quadrupolo Unico
Thermo Scientific™ ISQ™ EM (n° de peca ISQEM-
ESI)

Preparacao de amostra

As solucdes padrdes foram preparadas com o padrao de
aminoéacidos Pierce H, contendo 17 aminoacidos (Ala, Arg,
Asp, cisteina, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser,
Thr, Tyr, and Val) e 5 aminoacidos adicionais (Asn, GIn, Nva,
Hyp and Trp) da Sigma-Aldrich, conforme listado na tabela
1. O padrao de aminoacidos Pierce H contém

2,5 mM de cada aminoécido, exceto a cisteina (1,25 mM,
dimero da cisteina oxidada) em 0,1 N HCI. As solucdes
padroes dos cinco aminoacidos adicionais foram
preparados a uma concentracao de 10mMem uma
solucao de NHCIO,1.

As solucdes de trabalho e os padrdes de calibracao

foram preparados diuindo a solu¢&o padraoc com um

volume apropriado da solucéo padrao de NHCI O, 1.

Atabela 2 lista as concentracdes e volumes usados

para preparar

a mistura padrao de 500 uM para 22 aminoacidos. As curvas
da calibracéo externa para os 22 aminoacidos foram obtidas
por meio de injecdes dos padrdes de calibracao com trés
réplicas em cada nivel de concentracéo, com umafaixa de
0,1 a 500 uM. As solucdes padrdes da calibracaointerna
para a quantificacao de prolina foram preparadas
adicionando a mesma concentracao de prolina-2,2,5-d3 (50
KUM) em cada nivel de concentragao da calibracéo. Foi
comprado um vinho branco (Riesling de Palatinado,
Alemanha) em um supermercado local. Um milimetro de
vinho foi filtrado usando um filtro de seringa de 0,20 um e foi
entao diluido 5 vezes ou 8 vezes com NHCI 0,1 antes da
injecéo. Para a quantificacao de prolina no vinho usando a
calibracao interna, 40 uL (5 vezes ou 8 vezes) de vinho
fitrado, 100 pL de pro-2,5,5-d3 (100 pM), 60 pL da solucao N
HCI 0,1 foram misturados, agitados lentamente e transferidos
para um frasco da amostra para injecao.



Tabela 1. Peso molecular, massa do monitoramento seletivodeions (SIM)e polaridade da aquisicdoSIMpara 22
aminodcidos. Amassa SIM é [M+H]+ para aquisicdodo modo positivoe [M-H]—para aquisicdo do modo negativo.

Sigla Massa Massa SIM Polaridade da
monoisotépica [M] aquisicao SIM
Alanina Ala 89,05 90,0 Positiva
Arginina Arg 174,11 175,1 Positiva
Asparagina Asn 132,05 133, 1 Positiva
Acido aspértico Asp 133,04 132,0 Negativa
Cisteina Indisponivel 240,02 2411 Positiva
Acido glutamico Glu 147,05 146,1 Negativa
Glutamina GIn 146,10 1471 Positiva
Glicina Gly 75,03 76,0 Positiva
Histidina His 155,07 156,1 Positiva
Hidroxiprolina Hyp 131,06 132,1 Positiva
Isoleucina lle 131,09 132,1 Positiva
Leucina Leu 131,09 132,1 Positiva
Lisina Lys 146,11 1471 Positiva
Metionina Met 149,05 150,1 Positiva
Norvalina Nva 117,08 118,1 Positiva
Fenilalanina Phe 165,08 166, 1 Positiva
Prolina Pro 115,06 116, 1 Positiva
Serina Ser 105,04 106,0 Positiva
Treonina Thr 119,06 120,1 Positiva
Triptofano Trp 204,23 205,1 Positiva
Tirosina Tyr 181,19 182,1 Positiva
Valina Val 117,15 118,1 Positiva

Tabela 2. Preparo da mistura padrao de 500 uM para 22
aminoacidos Preparo da fase movel

A fase movel A foi composta por um tampéo formiato de

luca ao Vol . y

e AR e () amonio em acetonitrila com pH de 2,8 (90: 10 v/v) e a
Padrao de 2,5mM 200 fase madvel B foi composta por tamp&o de formiato de
aminoacidos amdnio em dgua com pH de 2,8 (90:10 vA). O tampao
e dréo foi d tragao de 200 MM
Asparagina 10 MM 50 Sa frao 'Ol p;eparaA ola uma} concen ra%ag z ; OmH
Glutamina 10mM 50 g Qrm|a ode amlormo em agua comp 1 e 2, - P
Triotof 10mM 50 foi ajustado com acido férmico. O tampao padrao de

rpto gno m 100 mL foi entdo adicionado acs 900 mL de acetonitrila
NERElTE ol =t para a fase movel A e aos 900 mL de agua para a fase
Hidroxiprolina 10 mM 50

) movel B. A concentracao final do tampao nas duas
Acido cloridrico 01N 550 fases méveis foi de 20 mM de formiato de aménio.



Condicoes cromatograficas

Coluna: Thermo Scientific™
Accucore™-150-Amide-HILIC
2,1 x 150 mm, 2,6 um)
N° de pega 16726-152130

Fase movel A: 90/10 (v/v) ACN/200 mM de formiato
de amobnio aquoso com pH de 2,8
Fase movel B: 90/10 (v/v) H,O/200 mM de formiato
de amdnio aquoso com pH de 2,8
Gradiente: Tempo (min) %B
0 0,0
5 0,0
15 15,6
20 33,3
30 33,3
30,2 0,0
40 0,0
Taxa de fluxo: 0,4 mL/min
Temperatura da 30 °C (ventilacao forcada com
coluna: pré-aquecedor ativo a 30 °C)

Temperatura do amostrador: 4 °C

Volume de injecao: 0,5 L

Solvente de limpeza da agulha: Acetonitrila/agua 50:50 (v/A)

Modo de limpeza da agulha: Antes da coleta

Configuracoes do detector da MS

Modo de ionizacao: ESI

Polaridade (Tensao do spray): Positiva (+2500 V) e
Negativa (-2000 V)

Verificacao completa: m/z 60-350

Verificacdo SIM: as massas SIM estao listadas na tabela 1.

Largura SIM: 0,2 amu

Tempo de residéncia: 0,1 s

Tensao CID: 20V exceto para Asp (15 V)

Temperatura do vaporizador: 477 °C

Temperatura do tubo de
transferéncia de ions:  300°C

Pressoes de fluxo Gas de impulsao, 80,0 psig
de gas: Gas auxiliar, 7,3 psig

Gas de varredura, 2,0 psig

Software

O sistema de dados de cromatografia (CDS) Thermo
Scientific™ Chromeleon™ 7.2.9 foi utilizado para a
obtencéao e andlise de dados.

Resultados e discusséo

Otimizacao do teor de sais do tampao

O teor de sais do tampéao na fase mdével da HILIC é um
parametro importante no contrae tanto do formato do
pico quanto da retenc&o dos analitos, pois ele influencia a
interacéao secundaria como a interacao polar entre 0s
analitos e a fase estacionaria e a espessura da camada de
agua formada na superficie da fase estacionaria. O
formiato de amoénio ou acetato sdo sais ideias usados para
a deteccao de massa por serem volateis. No entanto,
devido a problemas de contaminacao para a fonte de ions,
recomenda-se uma concentracao maximade 20 mM. A
figura 1 ilustra o efeito do teor de sais de formiato de
amonio no formato do pico € na retencao para dez
aminodacidos de eluicao precoce na coluna Accucore-150-
Amide-HILIC. Os andlitos eluiram mais rapidamente e
produziram melhores formatos de pico (mais estreitos)
com o aumento do teor de sais na fase movel. Por
exemplo, a metionina e o triptofano produziram picos
simétricos usando uma concentragéo de sal de 20 mM
mas exibiram picos com fronte (metionina) e picos com
cauda (triptofano) com 5 mM. Portanto, 20 mM foi definido
como a concentracaofinal do sal. A taxa de fluxo de 0,9
mL/min na fase mdével e o tampao de pH 3 foram usados
como condicoes iniciais. A otimizacéo rendeu as
condicdes finais de 0,4 mL/min para a taxa de fluxc e pH
de 2,8 para a fase movel. A sensibilidade do sinal, os
formatos dos picos e a seletividade cromatografica foram
considerados para a otimizacao. Por exemplo, as
respostas gerais do sinal para os 22 aminoacidos
analisados no presente trabalho aumentaram
aproximadamente 2,6 vezes ao usar um fluxo de trabalho
de 0,4 mL/min em relagao ao fluxo de trabalho de 0,9
mL/min. Além disso, a melhora dos formatos dos picos
(principalmente do acido aspartico e histidina) e da
seletividade cromatografica no geral foi obtida com o pH
2,8, entre os cinco pH’s ensaiados (isto €, pH 2,8, 3,3, 3,5,
4,3 e 4,8) (os dados nao sao mostrados).
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Figura 1. Otimizagdo do teor de sais do tampdo na HILIC, mostrando a melhora do formato do pico e da retengdo para os dez aminoacidos selecionados na
concentragdo ideal de 20 mM. Foi usado o tampdo formiato de aménio (de 5, 10 e 20 mM) com pH de 3 na fase mdvel. A mistura padrdo de 250 uM foi injetada
como o volume de injecdo de 1 pL para a concentragdo de 5 e 10 mM e de 0,5 L para a concentracdo de 20 mM a taxa de fluxo de 0,9 mL/min na fase mével.

Otimizacao dos parametros da fonte de ions do
detector de massa

Os parametros da fonte de ions para o acido aspartico e
glicina foram otimizados ja que os dois aminoacidos
exibiram as respostas mais baixas para a mistura padrao
de 250 pM sob as condicdes de ensaio, resultando na
resposta mais baixa do sinal para o acido aspartico no
vinho diluido 5 vezes e auséncia de deteccao para a
glicina. As configuracdes inteligentes de fonte em
autospray no software Chromeleon CDS inicialmente
permitiram uma selecao geral e pratica das
configuracdes de fonte como a temperatura de
vaporizacao, temperatura do tubo de transferéncia de
ions e a pressao dos gases de impulsao, auxilar e de
varredura. Os valores padrdes para essas configuracdes
de fonte de ions sao 227 °C, 300 °C, 42,9, 4,8 € 0,5 pig,
respectivamente, a taxa de fluxo de 0,4 mL/min. Nas
configuracoes de fonte de ions em autospray, trés barras
de controle deslizante, relacionadas aos parédmetros
basicos como volatilidade da fase mdvel,
robustez/sensibilidade e estabilidade térmica dos analitos
podem ser movidas para cima e para baixo para fazer o
ajuste dos parametros®. Os valores ajustados de
temperatura de vaporizacéo, temperatura do tubo de
transferéncia de ions e a pressao dos gases de impulsao,
auxiliar e de varredura foram 427 °C, 300 °C, 72.9,6.8 e
2 psig, respectivamente. A otimizacao fina desses
parametros, juntamente com os dois parametros
adicionais (como a tensao da fonte e a tenséo da
dissociacao induzida por colisdo [CID] da fonte), seguiu
como mostrado na tabela 3.

Tabela 3. Pontos de ensaio para a otimizagao fina dos parametros
da fonte de ions

Parametro do ensaio Pontos do ensaio

Temperatura do vaporizador 377, 425, 477
(°C)

Pressdo do gas de impulsédo 75, 77,5, 80
(psig)

Pressao do gas auxilar (psig) 6,8, 7,3, 7,8
Pressao do gas de varredura  1,5-2

(psig)

Temp. do tubo de 275, 300, 325

transferéncia de ions (°C)
Tensao da fonte positiva (V)

Tensao da fonte negativa (V)
Tenséao CID (V)

2500, 3000, 3500
1500, 2000, 2500
0, 5,10, 15, 20, 25, 30

Os valores otimizados desses parametros eram 477 °C,
300 °C, 80, 7,3 e 2 psig, respectivamente, conforme
resumido na tabela das configuracdes do detector da MS.

As respostas do sinal (ou area) para glicina e acido
aspartico foram aumentadas em 5,1 e 7,9 vezes apds o
ajuste das configuracdes de fonte de ions em autospray e
em 6,1 e 11,7 vezes apds a otimizacao fina (os dados nao
estao mostrados). As 22 verificacdes SIM foram realizadas
a0 mesmo tempo no detector de massa de quadrupolo
Unico ISQ EM.
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Figura 2. Cromatogramas da verificagdo SIM dos 22 aminoacidos-padrdo a uma concentragdo de 100 uM. Os aminoacidos com os mesmos valores m/z
(Leu/lle/ Hyp, Nva/Val, and GIn/Lys) sdo detectados nos mesmos canais SIM (m/z132,1, 118,1 e 147,1).

Dois aminoacidos (isto €, acido glutdmico e acido aspartico)
com cadeias laterais no acido carboxilico foram detectados
no modo ion negativo na mesma corrida dos outros 20
aminoéacidos detectados pelo modo ion positivo. A figura 2
lustra os cromatogramas tipicos das verificacdes SIM dos
22 aminoacidos-padraoc. O valor m/z para a verificacéo SIM
para cada componente de aminoéacido esta listado na tabel
1. Todos os aminoacidos com a excecéo de cinco pares de
pico (isto €, Tyr/Val, Ala/Hyp, GIn/Ser, Asn/Glu, His/Arg)
foram separados na linha de base na coluna Accucore-150-
Amide-HILIC em 22 minutos. Além disso, dois pares de
isdmeros no pico (isto é, Leu/lle e Val/Nva) foram bem
solucionados com os valores da resolugao de pico R, de
5,37 e 3,20, respectivamente.

Linearidade, sensibilidade e reprodutibilidade do
método
As curvas de calibracao foram construidas ou com ajuste

linear ou ajuste quadratico, com base nas areas médias
dos picos das verificagdes SIM correspondentes. A figura
3 mostra exemplos das curvas de calibracao dos seis
aminodcidos selecionados. Os resultados da calibracao
para os 22 aminoacidos estao listados na tabela 4. A
linearidade do método e os ajustes da curva se mostraram
excelentes, com o coeficiente de determinacao R2 maior
que 0,991 para os 22 aminoacidos e 0,999 para 10 deles.

Além dos parametros de calibracéo (como a faixa de
calibracao, tipo de ajuste, R2), os valores do limite de
quantificacao (LOQ) e limite de deteccao (LOD) estao
listados na tabela 4. Os valores LOQ e LOD para cada
analito foram estimados por extrapolacéo das relacdes
sinal-ruido (S/N) de 10 e 3, respectivamente, a partir de
medidas reais das amostras diluidas até que o seu S/N
ficasse proximo a 10 para LOQ e 3 para LOD.
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Figura 3. Exemplos das curvas de calibragdo de seis aminoacidos selecionados (Phe, Leu, Gly, Glu, His, and Lys). As curvas de calibragdo foram obtidas com
base na darea média do pico de cada verificagdo SIM (n=3). Phe, Leu, Gly, and Glu possuem ajustes lineares ja His e Lys possuem ajustes quadraticos.

Tabela 4. Pardmetros de calibragéo, valores LOQ e LOD

Faixade Tipo de ajuste da
2L concentracao (pM) ‘ cur\jla LOQ (uM) LOD (uM)
Trp 1-50 Linear 1,0000 0,66 0,20
Phe 0,1-100 Linear 0,9965 0,08 0,02
Leu 5-500 Linear 0,9997 1,56 0,47
lle 5-500 Linear 0,9993 1,18 0,35
Met 5-250 Linear 0,9994 1,06 0,32
Nva 5-250 Linear 0,9983 2,34 0,70
Tyr 5-500 Linear 0,9991 2,42 0,73
Val 10-250 Linear 0,9997 6,21 1,86
Pro 1-500 Linear 0,9974 0,44 0,13
Ala 10-250 Linear 0,9984 5,50 2,50
Hyp 5-250 Linear 0,9968 2,95 0,88
Thr 5-250 Linear 0,9952 2,42 0,72
Gly 25-500 Linear 0,9979 18,12 5,67
Gln 10-250 Quadratico 0,9991 6,15 1,84
Ser 25-500 Linear 0,9971 17,73 5,32
Asn 5-250 Linear 0,9919 2,49 0,75
Glu 25-500 Linear 0,9996 17,56 5,27
Asp 10-500 Linear 0,9981 7,98 2,39
His 5-500 Quadratico 0,9998 2,08 0,62
Arg 5-500 Linear 1,0000 1,01 0,30
Lys 10-500 Quadratico 0,9992 10,00 3,10

Cisteina 5-250 Quadratico 0,9982 9,65 2,89



Tabela 5. Reprodutibilidade do tempo de retencao (TR) e area

Os ensaios de repetibilidade foram realizados com dez . AN x .
do pico para os aminoacidos-padrao (n = 10), juntamente com o

injecdes de uma mistura padrao de 100 uM para 21 TR médio correspondente
aminoacidos, com excegao da fenilalanina para a qual
se usou uma solucéo de 25 uM. O método se mostrou Nome TRmédio RTORSD Areao RSD
altamente reproduzivel, exibindo valores baixos de (min) (%) (%)
desvio padrao relativo (RSD) para tempo de retencéo e Trp 6,11 0,008 2,15
area de pico (tabela 5) para a maioria dos aminoacidos. Phe 6,64 0,005 9,50
O RSD do tempo de retencao foi menor que 0,1% para Leu 7,96 0,012 2,80
todos os aminoacidos com excegéo da valina (RSD de lle 9,07 0,008 2 49
0,18%) e asparagina (RSD de 0,12%). Além disso, a Met 10.31 0.000 210
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Pro 13,42 0,000 1,86
Quantificacao dos aminoacidos no vinho Ala 15,62 0,000 1,89
Dezessete aminoacidos, comumente encontrados no Hyp 15,68 0,041 2,00
vinho3, foram quantificados por meio de calibracéo Thr 16,17 0,003 3,22
externa. As diluicoes de 5 vezes e 8 vezes do vinho Gly 16,60 0,000 6,44
branco foram injetadas trés vezes cada e os valores Gin 17,36 0,025 2,47
meédios foram usados para a quantificacédo. Um exemplo Ser 17,46 0,000 3,98
de cromatograma do SIM dos amino&cidos no vinho é Asn 17,73 0,120 2,99
mostrado na figura 4, que apresenta excelente resolucao Glu 17.87 0.078 4.05
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comparando os tempos de retencao no cromatogramade Cisteina 21,78 0,002 8,24
uma amostra de vinho (inferior) com aqueles no
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Figura 4. Exemplo de cromatogramas do SIM dos aminoacidos no vinho, registrado em m/z 132,1. O cromatograma da amostra de vinho (5 vezes diluido)
(inferior) foi s obre posto com aquele dos aminoacidos corres pondentes na solugdo padrdo de 100 uM (superior). Trés aminoacidos (Leu, lle, e Hyp) com o mesmo
valor m/z puderam ser separados e as suas identidades foram atribuidas com base nos seus tempos de retengdo.
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Afigura 5 mostra a quantidade dos 17 aminoacidos na
amostra de vinho, que inclui Ala, Arg, Asp, Glu, Gly, His,
Hyp, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Tyr, Val. Foram
detectadas quantidades ligeiramente maiores (de 1,02 a
1,5 vezes) para todos os aminoacidos, com excecao da
prolina e valina, usando o vinho diluido 8 vezes do que
com o vinho diluido 5 vezes, possivelmente por conta da
menor supressao do sinal induzido por matriz.

250 -
m 5-fold diluted wine

= 8-fold diluted wine
200 -

Amount (mg/L)

50 A

Os niveis de valores atipicos, para prolina e valina, foram
1,2 e 1,02 maiores do que no vinho diluido 5 vezes. As
quantidades de aminoéacidos estavam dentro da faixa dos
valores reportados para aquelas obtidas dos 42 vinhos
branco gregos.6 Trés aminoacidos (Gly, Hyp, Ser) parao
vinho diluido 5 vezes e seis aminoacidos (Gly, Hyp, lle,
Met, Ser, Val) para o vinho diluido 8 vezes foram
detectados em niveis entre LOQ e LOD.

Ala Arg Asp Glu Gly His Hyp lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Tyr Val

Figura 5. Quantidade dos 17 aminoacidos no vinho. O teor dos aminoacidos (mg/L) foi quantificado com
calibragdo externa. Vinhos brancos diluidos 5 e 8 vezes com N HCl 0,1 foram injetados trés vezes cada, com
volume de inje¢do de 0,5 pL e estdo apresentadas as concentragdes médias dos aminoacidos.

Tabela 6. Resultados da quantificagdo dos 17 aminodcidos no vinho branco. A unidade de quantidade é mg/L e os desvios padrdes para as inje¢des das

trés réplicas sdo mostrados em parénteses.

Vinho diluido 5 vezes Vinho diluido 8 vezes Quantidade minima

Quantidade maxima no

no vinho grego® vinho grego®

Nome

Ala 28,0 (= 1,25) 28,6 (+ 1,19)
Arg 92,1 (+ 5,44) 109,6 (+ 4,36)
Asp 17,9 (+ 0,51) 26,0 (+ 0,46)
Glu 25,5 (+ 0,25) 34,8 (+ 2,88)
Gly 12,4 (+ 0,27) 16,9 (+ 0,79)
His 46,3 (+ 2,54) 48,3 (+ 2,01)
Hyp 5,9 (+ 0,37) 8,0 (x 0,25)

lle 8,2 (+ 0,04) 11,2 (x 0,11)
Leu 20,6 (= 0,11) 23,2 (x 0,67)
Lys 20,9 (= 0,22) 28,0 (x 0,77)
Met 7,2 (+0,13) 8,4 (+ 0,22)

Phe 14,4 (+ 0,11) 14,9 (+ 0,02)
Pro 228,9 (x 3,95) 197,2 (+ 4,28)
Ser 16,7 (+ 0,38) 20,9 (+ 0,79)
Thr 11,8 (+ 0,29) 15,5 (+ 0,22)
Tyr 15,5 (+ 0,67) 19,3 (+ 0,87)
Val 9,0 (x 0,37) 8,9 (+ 0,57)

3,79 238

4,05 1075

3,90 74,8

6,74 140,2

2,43 38,4

1,02 79,4
Ameérica do Ameérica do Norte
Norte

0,00 18,0

3,92 44,5

5,42 78,8

0,38 14,8

2,75 52,5
Ameérica do Ameérica do Norte
Norte

1,14 47,4

4,88 62,6

1,86 36,2

0,00 37,5



Além disso, a prolina exibiu a maior quantidade de
aminoacidos com

228,9 mg para o vinho diluido 5 vezes, que corresponde a
39% do teor total de aminoacidos. O préximo aminoacido
mais abundante foi a arginina, que esta presente em
grandes quantidades no vinho, dependendo das
quantidades dos outros aminoacidos, preferencialmente
utilizados pela levedura de vinho.6

Quantificagcao de prolina no vinho branco através de
calibracao interna

A quantificacao de prolina foi realizada de forma adicional
usando um padréo interno isotopicamente marcado (isto
€, prolina-2,5,5-ds). A concentracao de prolina-2,5,5-ds e
50 uM foi adicionada a cada um dos sete niveis de
padrao de calibracao (1, 10, 25, 50, 100, 250, and 500
uM). Conforme mostrado na figura 6a, foi obtida uma
excelente linearidade (R2 de 0,9999) na faixa de
calibragao de 1 uM a 500 uM. Os resultados paraa
quantificacao de prolina estao resumidos na tabela 7. A
quantidade de prolina foi determinada ser 204,3 mg/L e
203,5 mg/L para os vinhos diluidos 5 € 8 vezes,
respectivamente. O resultado foi comparado ao que usa
calibracao externa para averiguar se a calibracéo externa
pode ser empregada de forma adequada paraa
quantificacao de prolina no vinho. A curva da calibracéo
externa esta ilustrada na figura 6b, exibindo uma
linearidade um pouco menor (R2 de 0,9973)em relacao a
mesma faixa de calibracao. A quantidade de prolina foi
determinada ser 228,9 mg/L e 197,2 mg/L para 0s vinhos
diluidos 5 e 8 vezes, respectivamente. O uso de
calibracao interna (em relacao a calibracéao externa) para a
quantificacao de prolina produziu menos variacao do fator
de diluicao, implicando a reducéo de uma variagao na
resposta do sinal na matriz do vinho (isto é, a eliminacao
dos efeitos da matriz). Além disso, foram encontradas
menos variacdes nas quantidades de prolina entre as
injecdes usando a calibracéo interna, mostrando melhora
da precisao da quantificacao. Os valores do desvio
padrao mostrados na tabela 7 reflete essa melhora.

Tabela 7. Resultados da quantificagdo de prolina no vinho branco. A unidade
de quantidade é mg/L e os desvios padrdes para as injecdes das trés réplicas
sdo mostrados em parénteses.

Vinho diluido Vinho diluido 8
5 vezes vezes
Calibracao interna 204,3 (= 2,14) 203,5 (= 3,32)
Calibracao Externa 228,9 (+ 3,95) 197,2 (+ 4,28)
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Figura 6. curvas da calibragdo (a) interna e (b) externada prolina.
Sete niveis de calibragdo (1, 10, 25, 50, 100, 250, e 500 uM) foram usados
nas duas calibragBes. Para a calibragdo interna, uma concentragdo de
prolina-2,5,5-d3 de 50 uM foi adicionada a cada um dos sete padrdes de
calibragdo. Na curva da calibragdo interna, o eixo Y representa o % ISTD
calculado pelo percentual da razdo da area do analito (isto €, a prolina) e o
padrdo interno (isto &, a prolina-2,5,5-d3). O eixo X representa a
concentragdo da prolina. O eixo Y na calibragdo externa representa a area do
pico.
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Conclusao

Um método pratico e reproduzivel para a andlise de 22
aminodacidos nao derivatizados foi desenvolvido na
coluna Accucore-150-Amide-HILIC com detector de
massa SQ EM.

O ISQ EM fornece guantificacao precisa ao mesmo
tempo que adquire varias verificacoes SIM nas duas
polaridades em paralelo.

A gquantificacao de prolina foi mais consistente e precisa
com a calibracao interna do que com a calibracéao
externa, por elminar a influéncia da matriz da amostra.

O método diminui erros sistematicos e aleatdrios com
menos manipulacdes das amostras, resultando em
robustez do método.

O método descrito aqui € totalmente transferivel ao ISQ
EC.

Saiba mais em thermofisher.com
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