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RESUMO

CARNEIRO, Gabriel Reis Alves. Quantificagcdo de peptideos e proteinas por
analise de aminoacidos por injecao em fluxo acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucgao. Rio de Janeiro,2020. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias
— Bioquimica) - Instituto de Quimica,Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020

Quantificacbes precisas de proteinas e aminoacidos sao de importancia fundamental
para varias areas como as bioquimicas, nutricionais, clinicas e prote6micas. A
literatura é rica em técnicas para quantificar proteinas diretamente em uma
determinada amostra, entretanto elas carecem de robustez, precisdo e geralmente
demandam muito tempo nas analises. No presente trabalho, desenvolvemos um
método preciso e rapido usando a inje¢ao por fluxo - espectrometria de massa de alta
resolucao (FI-HRMS) para quantificar as proteinas e peptideos. Para isso utilizamos
a hidrolise com HCI-fenol de amostras proteicas simples (BSA) e complexas (soro de
rato, folha de Jatropha curcas e Saccharomyces cerevisiae) e submetemos a analise
por FI-HRMS com base nos teores de seus aminoacidos apdés a hidrélise com HCI-
fenol, usando uma mistura de 17 aminoacidos isotopicamente marcados como padrao
interno. A fase moével da injecdo em fluxo foi otimizada para natureza quimica,
concentracdo e pH. Das analises realizadas com os métodos targeted (Target-SIM) e
untargeted (Full-Scan), o primeiro mostrou os melhores resultados. O método foi
validado e apresentou coeficiente de variancia (CV), linearidade, precisao e intra- e
inter-reprodutibilidade adequados para o uso. Além disso, comparamos esses
resultados com as principais métodologias de quantificagao de peptideos e proteinas
da atualidade: cromatografia de troca-iénica (AAA), acido bicinchoninico, absorgao a
280 nm, Bradford e Qubit. E observamos resultados semelhantes ao método classica
de analise de aminoacidos por cromatografia de troca-ibnica (AAA). Neste trabalho,
um novo método rapido e preciso para quantificacdo de peptideos e proteinas foi
desenvolvido sem a necessidade de separagao cromatografica ou derivatizagao
quimica pré ou pos-coluna de aminoacidos. Esta estratégia pode ser diretamente

incorporada em pipelines protedbmicas
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ABSTRACT

Precise protein and amino acid quantifications are of key importance for several
biochemical, nutritional, clinical, and proteomics analyses. Many methods to directly
quantify the total protein amount in a given sample have been described. However,
they lack robustness, precision or they take a lot of time in the analysis. In the present
work, we aim to develop a precise and fast analytical time using flow injection - high-
resolution mass spectrometry (FI-HRMS) to quantify the proteins and peptides. Simple
protein sample (BSA) and complex protein samples (rat serum, Jatropha curcas leaf,
and Saccharomyces cerevisiae) were quantified by FI-HRMS based on their amino
acids contents after HCI-phenol hydrolysis and using an isotopically labeled standard
mixture of 17 amino acids as an internal standard. The flow injection mobile phase was
optimized for chemical nature, concentration, and pH. The analyses were performed
with targeted (Target-SIM) and untargeted (Full-Scan) methods, and target SIM
showed better results than full scan approaches. Data for RSD, linearity, accuracy, and
intra- and inter-reproducibility were used for validation. Results were compared with
other methods of peptide and protein quantification, namely: Moore and Stein classical
ion-exchange chromatography (AAA), bicinchoninic acid (BCA), absorption at 280 nm,
Bradford and Qubit. Samples of different matrixes and varying complexity were
quantified. The results were compared to the golden standard method of amino acid
analysis (AAA). In this work, we describe a new precise, and fast method for peptide
and protein quantification without the need for chromatographic separation of
chemically pre- or post-column amino acids derivatization. This straightforward

strategy can be incorporated directly in proteomics pipelines.

Keywords: Amino acids, Mass spectrometry, Quantification, Protein, Proteomics,

Metabolomics
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1

Introducao

O desenvolvimento de métodos precisos e robustos para identificar e
quantificar proteinas € de fundamental relevancia em diversas areas da
ciéncia como a da saude para diagnostico, de alimentos, analise de
qualidade, assim como em laboratérios de pesquisa. Métodos baseados em
espectrofotometria aplicados para quantificar proteinas tém intrinsecamente,
variacao drastica em sensibilidade, precisao, reprodutibilidade e tempo.. O
método padrao-ouro para quantificagdo de proteinas e analise de
aminoacidos livres continua sendo o proveniente das atualizagdes da analise
de aminoacidos (AAA) por cromatografia de troca-ibnica pioneiramente
desenvolvido por Spackman, Stein e Moore (1954), embora ainda demande
grande tempo de analise. Em outras técnicas, como as colorimétricas
(Bradford, Folin-Lowry e acido bicinchoninico), fluorimétricas (Qubit),
absorcao no ultravioleta (280 nm, Nanodrop), os fatores limitantes séo a

acuracia e a presencga de interferentes. (Zaia et al, 1998).

Nesse contexto, estudos mais recentes aplicaram espectrometria de
massa (EM) para identificacdo rapida e acurada de aminoacidos. Muitas
publicagbes associam o MS ao cromatégrafo liquido (CL), para melhor
separar e identificar os aminoacidos, principalmente aqueles similares como
a leucina e isoleucina, além de fornecer uma melhor estratégia de
quantificacdo. No entanto, devido as propriedades fisico-quimicas dos
aminoacidos, a cromatografia em fase reversa nao é perfeitamente adequada
para AAA, pois os AA ndo possuem boa separagdo em colunas apolares com
fases C8 e C18. Alternativas sdo a cromatografia de interagdo hidrofilica
(HILIC) que também tem limitagdes como, por exemplo, o tempo de analise
e a menor robustez das colunas cromatograficas em relagdo as de fase
reversa (Rutherfurd e Gilani, 2009).

Apesar do CL estar amplamente associada a EM alguns métodos
inovadores descreveram uma abordagem de infusdo direta, denominada
andlise de injecdo em fluxo (Fl) associada a EM para quantificacdo de

aminoacidos. No entanto, a maioria dos métodos de AAA utilizando a FlI
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empregou uma etapa adicional de modificagdo quimica dos AA durante a
preparacdo da amostra, aumentando a duragao e a potencial derivatizacao
incompleta de alguns AA (Bruno et al, 2016). No presente estudo,
descrevemos uma técnica rapida e acurada empregando a analise por
Injecdo em Fluxo acoplado a Espectrometria de Massas de Alta-Resolugao
(FI-HRMS — Flow Injection - High-Resolution Mass Spectrometry) que n&o
necessita de derivatizagado ou separagao cromatografica para quantificagao

de peptideos e proteinas
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Proteinas e peptideos

As proteinas, cujo nome vem da palavra grega protos, que significa “a
primeira” ou a “mais importante”, sdo biomoléculas, ou macromoléculas,
formadas de uma ou mais longas cadeias de residuos de aminoacidos. Os
aminoacidos sdo compostos que tém ligados ao mesmo atomo de carbono
(denominado de carbono a) um atomo de hidrogénio, um grupo carboxilico, um
grupamento amino e uma cadeia lateral “R” diferente para cada aminoacido. Na
Figura 1, podemos observar um esquema da estrutura de um aminoacido. A
cadeia lateral é o que difere os aminoacidos em sua estrutura quimica, massa
molecular, ponto isoelétrico, basicidade e solubilidade em agua. Além de conferir
propriedades fisico-quimicas diferentes a cada aminoacido, as cadeias laterais
sao também responsaveis por forgas estabilizadoras, advindas de interagcbes
intra- e intermoleculares entre elas (ligacbes de hidrogénio, hidrofébicas,
eletrostaticas etc.), que mantém as conformagdes das proteinas e de complexos

proteicos (Francisco e Francisco, 2006; Nelson e Cox, 2018).

Carbono a
H—O H H
Grupo >/ | N/ Grupo
N .
Carboxilico O R H Amino

|

Cadeia lateral

Figura 1: Esquema estrutural de um aminoacido genérico.
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Os peptideos, do grego TeTToG, peptds, "digerido”; derivado de méooely,
péssein, "para digerir", sdo cadeias curtas de aminodacidos ligados por ligagdes
peptidicas (amida). Os peptideos mais simples sédo dipeptideos, seguidos por
tripeptideos, tetrapeptideos etc. Um polipeptideo € uma cadeia peptidica longa,
continua e nao ramificada. Portanto, os peptideos se enquadram nas amplas
classes quimicas de oligbmeros e polimeros bioldgicos, ao lado de acidos
nucléicos, oligossacarideos e polissacarideos etc. Os peptideos sao
diferenciados das proteinas com base no tamanho e, como referéncia arbitraria,
podem conter aproximadamente 50 ou menos aminoacidos. (Nelson e Cox,
2018)

A sequéncia de residuos de aminoacidos em uma proteina ou peptideo é
definida pela sequéncia codificada em um gene. Em geral, o cddigo genético
especifica 20 aminoacidos padrao, cuja estrutura quimica pode ser observada
na Figura 2. Logo apds, ou mesmo durante a sintese, os residuos de
aminoacidos em uma proteina sao frequentemente modificados quimicamente
por modificacbes pos-tradicionais, que alteram suas propriedades fisico-
quimicas, estabilidade, atividade e, finalmente, a fungdo das proteinas. Em
alguns casos, as proteinas podem ter grupos néo peptidicos ligados, chamados
de grupos prostéticos ou cofatores. As proteinas também podem trabalhar em
conjunto para alcangar uma fungao especifica, e geralmente se associam para

formar complexos proteicos estaveis (Nelson e Cox, 2018).

Os peptideos e proteinas desempenham uma vasta gama de fungdes
dentro dos organismos, incluindo a replicagdo do DNA, resposta a estimulos,
manutencao de estruturas; participam ativamente do controle do metabolismo
celular como enzimas, da defesa do organismo, transporte de moléculas, entre
outras fungdes (Nelson e Cox, 2018). Devido a enorme importancia dessas
moléculas para a vida o desenvolvimento de técnicas para detectar, identificar e

quantificar aminoacidos e proteinas é fundamental o seu estudo.
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Figura 2: Estrutura quimica dos principais aminoacidos.

2.2 Quantificacao de peptideos e proteinas

Como visto, as proteinas apresentam um papel de grande importancia
na vida de todos os seres vivos, e devido a isso, o desenvolvimento de métodos
precisos e robustos para identificar e quantificar proteinas sao de fundamental

relevancia em diversas areas da ciéncia, como os exemplos a seguir:

¢ Analises clinicas, onde a quantificagdo auxilia no diagndstico de doencgas

correlacionadas a mudanca da concentragdo de aminoacidos, inclusive



de erros inatos de metabolismo, proteinas em fluidos biolégicos como
urina e sangue (GANONG ,1995);

e Doengas relacionadas a nutricdo humana, como obesidade, anorexia,
desnutricao, devendo as dietas apresentar teor balanceado de proteinas,
lipideos e carboidratos (GANONG,1995; KING e BRUCE,1988);

e Ciéncias de alimentos, com objetivo de aproveitar racionalmente a
matéria prima, com intencdo de evitar desperdicios (KAREL e
LUND,1975);

e Nutricho animal, para o aproveitamento racional de nutrientes
relacionando o comportamento alimentar com a quantidade de proteina
ingerida pelos animais (MCDONALD, 2002);

e Ecologia, favorecendo o entendimento dos varios aspectos da vida dos
animais (ROBBINS, 2012);

e Quimica de proteinas, objetivando caracterizar proteinas e enzimas
(MANGANO et al, 2019);

e Protebmica, onde se faz necessaria a quantificacdo prévia das amostras
a serem analisadas por espectrometria de massa para posterior
quantificacao das proteinas identificadas, principalmente em analises que
nao utilizam padrao interno (VAN DER WAL e DEMMERS, 2015).

Varios métodos sao conhecidos para a determinagdao da concentracao de
proteinas totais em uma amostra. As metodologias mais utilizadas sdo as
espectrofotométricas no visivel - Bradford, Biureto BCA e Folin-Lowry,
(BRADFORD, 1976;SMITH et al,1985; LOWRY, 1951; GORNALL et al, 1949),
no ultravioleta — absorcado a 280 nm (MCKINGHT et al, 2007) e emissao de
fluorescéncia e os métodos baseados na analise e quantificacdo de

aminoacidos. Algumas técnicas sao apresentadas a seguir.

2.3 Métodos de absorcao no visivel
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2.3.1 Biureto

Inicialmente o método foi desenvolvido em 1915 por Autenrieth;
posteriormente diversas modificagdes no método foram realizadas, sendo a

proposta de Gornall e colaboradores a mais utilizada (GORNALL et al, 1949).

O método utiliza o reagente de biureto, uma mistura NaOH e sulfato de
cobre com um complexante que estabiliza o cobre em solugéo. O cobre, em pH
basico, reage com proteinas formando um complexo com as liga¢des peptidicas.
O complexo formado absorve nas faixas de 270 e 540 nm, sendo a banda na
regido de 540 nm a mais utilizada (ITZHAKI et al, 1964).

O método é rapido e utiliza reagentes de baixo custo e ndo apresenta
grande variacdo da absortividade especifica para diferentes proteinas
(JENZANO et al, 1986). A principal desvantagem se da pela baixa sensibilidade
em relagdo a outras metodologias, e por isto tem sido, ao longo dos anos,

substituido por métodos mais sensiveis.

2.3.2 Lowry

O ensaio de Lowry determina o nivel total de proteina em uma solugédo. A
concentracao total de proteinas é exibida por uma mudanca de cor da solucao
da amostra proporcionalmente a concentracdo de proteinas, que pode ser
medida usando técnicas colorimétricas (LOWRY, 1951). O método originalmente
foi baseado no método desenvolvido por Hsien em 1922 (HSIEN, 1922). Como
curiosidade, este artigo € o mais citado na literatura cientifica, mais de 305.000
vezes (VAN NOORDEN et al, 2014; Kresge et al, 2005).

A natureza quimica da técnica é a reagao do reagente de Folin-Ciocalteu
(acido fosfotungsticomolibdico) com proteinas na presenca de sulfato de cobre.
O Folin-Ciocalteu reage com a ligacao peptidica que em presenca dos ions cobre
+2 produz um composto que absorve em 750 nm (LOWRY, 1951) A grande
vantagem do método é a sua sensibilidade e, por isto, é utilizado para a
quantificacdo de proteinas em diferentes matrizes. Apesar da alta sensibilidade
possui algumas desvantagens, que sao a grande quantidade de interferentes,

longo tempo de analise, possuir variagdo na absortividade especifica para
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diferentes proteinas, e pequena faixa linear de concentragdo de proteinas
(LOWRY, 1951).

2.3.3 Bradford

O ensaio de Bradford foi desenvolvido por Marion M. Bradford em 1976.
E um procedimento analitico espectroscopico sensivel, rapido e preciso usado
para medir a concentragao de proteina em uma solugdo (BRADFORD, 1976) e
curiosamente, é o segundo artigo mais citado da literatura com mais de 150 mil

citacoes.

Este método é baseado na interagéo entre o corante Coomassie Birilliant
Blue G-250 com proteinas que, em sua estrutura, tenham aminoacidos de
cadeias laterais basicas ou aromaticas. A interacado destas cadeias laterais dos
AA com o corante leva a uma alteragao no equilibrio quimico do corante para a

forma anibnica, que absorve a 595 nm (NINFA et al, 2010).

O método tem sido utilizado para a determinagdo de proteinas em
diferentes meios: plasma ou soro, saliva, liquor, alimentos, extrato de plantas,
leite humano, células, urina e detergentes (ZAIA et al, 1998). Apesar do ensaio
de Bradford ser rapido e sensivel, ele apresenta algumas desvantagens, como
a variagao da absortividade especifica para diferentes proteinas e apresenta
falta de reprodutibilidade, dependendo do grau de pureza do corante Coomassie
Brilliant Blue G-250 (MARSHALL et al, 1992).

2.3.4 BCA (&cido bicinchoninico)

Desenvolvido por Smith e colaboradores em 1985, conhecido também por
método do acido bicinchoninico (4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina), baseia-se na
reacdo de reducdo do cobre 2+ com proteinas, em meio alcalino, produzindo
cobre 1+ e formando um complexo com o acido bicinchoninico, que absorve a
560 nm (SMITH et al,1985).

As principais vantagens deste método sdo o simples preparo dos
reagentes, sendo tio sensivel quanto o método de Lowry e relativamente rapido,

podendo ser usado em diferentes matrizes O método possui desvantagens,
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como a dependéncia da temperatura de incubagao das amostras, a variagéo da
absortividade especifica para diferentes proteinas e a variacao da absorbancia
com o tempo (DAVIS e RADKE, 1987).

2.4 Métodos de absorcao no ultra-violeta

O método é baseado na absorgéo natural dos aminoacidos na regiao de
280 nm (fenilalanina, tirosina e triptofano). O espectro de absorgdo destes
aminoacidos pode ser visto na Figura 4, e na regiao proveniente da absorgéo
pela ligacao peptidica abaixo de 220 nm. As principais vantagens do método sao
a nao necessidade da introdugcdo de um croméforo, tendo em vista que a
absorcdo nessas faixas € intrinseca destes aminoacidos constituintes das
proteinas e peptideos, e a ndo destruicdo da amostra (STOSCHECK,1990). A
sua grande desvantagem é que, em amostras complexas, diversas substancias
absorvem no ultravioleta, tornando os resultados pouco confiaveis
(STOSCHECK,1990).
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Figura 3: Espectro de absorgao no UV de fenilalanina, tirosina e triptofano.

2.5 Métodos por espectroscopia de fluorescéncia
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2.5.1 Qubit

O fluorébmetro Qubit® é utilizado para a quantificagdo de DNA, RNA e
proteinas (THERMO FISCHER SCIENTIFIC, 2019).

O Qubit® Protein Assay Kit contém um fluorodforo que apresenta
fluorescéncia extremamente baixa até ser ligado a molécula alvo. A diferenca na
fluorescéncia entre o corante ligado e o nao ligado € de varias ordens de
grandeza. Ao se ligar ao alvo, provavelmente por intercalagdo entre as bases,
ele assume uma forma mais rigida e se torna intensamente fluorescente. Em
uma quantidade especifica do corante, a quantidade de sinal de fluorescéncia
dessa mistura é diretamente proporcional a concentracdo de proteina na

solugdo, mesmo na presencga de outras biomoléculas (MCKINGHT et al,2007).

O método apresenta boa sensibilidade, é rapido e de facil preparo. Sua maior
desvantagem é o prego. Os principais interferentes sdo altas concentragbes de
detergente que atrapalham na formagdo do complexo (SCHWITZER e
SCAIANO, 2003).

2.6 Quantificagdo de proteinas por analise de aminoacidos

A hidrélise acida seguida da analise de aminoacidos por cromatografia de
troca ibnica é o padrao-ouro para quantificagdo precisa de proteinas e peptideos.
Apresenta uma ampla aplicacdo em pesquisas médicas e cientificas, na
quantificacdo de aminoacidos livres, como também é indispensavel para a
quantificacdo de proteinas. E uma técnica complexa, composta por duas etapas.
O primeiro passo da analise de aminoacidos envolve a hidrélise das ligagdes
peptidicas. Os aminoacidos liberados sao separados, detectados e
quantificados. A analise de aminoacidos (AAA) foi desenvolvida pela primeira
vez por Moore e Stein (MOORE e STEIN, 1954) no inicio dos anos 50, para
determinar o conteudo de aminoacidos de proteinas puras. A técnica foi

automatizada em 1958 (MOORE et al, 1958). A técnica utiliza hidrolise acida com
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HCI 5,7 N em um ambiente livre de oxigénio a 110 ° C por 22 horas, para clivar
as ligagdes peptidicas e liberar assim os aminoacidos das proteinas. Os
aminoacidos livres sao separados por cromatografia de troca ibnica e
quantificados por reacdo com ninidrina. Diversos estudos foram realizados com
o objetivo de reduzir o tempo de analise, simplificar as etapas, aumentar a
sensibilidade de detecgao e reduzir a variabilidade dos resultados. Embora tenha
sido feito um progresso consideravel em relagdo a cromatografia, a etapa de
hidrélise permaneceu praticamente inalterada até os dias de hoje
(RUTHERFURD e GILANI, 2009)

A analise pode ser realizada para aminoacidos livres e para hidrolisados
de proteinas purificadas e misturas proteicas presentes em alimentos, fluidos
bioldgicos etc. (RUTHERFURD e GILANI, 2009).

2.6.1 Hidrdlise acida das ligacdes peptidicas

A hidrdlise tem como objetivo a quebra de todas as ligagdes peptidicas
dos residuos de aminoacidos que compdem os peptideos e as proteinas que
serdo analisadas. O método padrao de hidrélise é a incubacdo em atmosfera
inerte livre de oxigénio em HCI 5,7 N a 110 ° C por 18 a 24 horas, sendo o tempo
de hidrélise mais préximo a 24 h o mais usado (FAO / OMS, 1991; OZOLS, 1990;
DARRAGH e MOUGHAN 2005). Todavia, os aminoacidos sdo um grupo
guimicamente diverso de compostos, e hem todos s&o estaveis nas condi¢cdes
de hidrolise descritas acima. Dos aminoacidos comumente presentes nas
proteinas, acido aspartico, acido glutamico, prolina, glicina, alanina, leucina,
fenilalanina, histidina, lisina, arginina e hidroxiprolina podem ser determinados
quantitativamente apds a hidrélise acida. Os demais aminoacidos séao

degradados total ou parcialmente.

A asparagina e glutamina sdo desamidadas durante a hidrélise acida,
convertendo-se em acido aspartico e acido glutdmico, respectivamente.
Consequentemente, os valores determinados de acido aspartico e acido
glutédmico representam cada um a soma do acido livre e sua amida. Na Figura 4

podemos observar as reagbes de desamidagao. Inumeros métodos foram
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propostos para determinar asparagina e glutamina, que incluem a reducdo na
esterificacdo de grupos acidos carboxilicos (WILCOX, 1967), modificacdo da
carbodiimida nos grupos carboxilicos livres (CARRAWAY e KOSHLAND, 1972),
hidrélise enzimatica (TOWER, 1967), e conversdo da amida em amina (SOBY e
JOHNSON 1981). No entanto, poucos laboratérios introduziram essas propostas

e suas rotinas.

OH NH, OH OH

0 0 0 Xo
NH, NH,
Glutamina HCIS7N, A Acido Glutamico
OH -NH,* ) OH
o NH, o OH
NH, O NH, O

Asparagina Acido Aspartico

Figura 4: Reacao de desamidagédo que ocorre em glutamina e asparagina durante a hidrolise
acida

A serina e treonina sao parcialmente destruidas durante a hidrdlise acida,
e perdas de 10% a 15% para a primeira e 5% a 10% para a segunda ndo séo
incomuns (OZOLS, 1990; DARRAGH et al., 1996). A hidrolise por menos de 24
horas tem sido usada para obter rendimentos mais quantitativos desses

aminoacidos em alimentos e amostras fisiologicas (ROWAN et al., 1992);

A cisteina pode ser destruida durante a hidrolise acida e ela e a metionina
podem ser oxidadas, respectivamente, a acido cisteico e sulféxido ou sulfona de
metionina, se nao forem tomados cuidados para remover todo o oxigénio do tubo
de hidrélise. Esses aminoacidos podem ser também determinados pela oxidacao
quantitativa da cisteina em acido cisteico e da metionina em metionina sulfona

usando acido perférmico antes da hidrolise (Darragh et al., 1996) com HCI. No
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entanto, tirosina e triptofano sdo destruidos durante a oxidagcdo com acido
perférmico e ndo podem ser determinados (PICKERING e NEWTON, 1990).

O triptofano é totalmente destruido durante a hidrolise acida com HCI,
principalmente se a amostra apresentar concentragdes superiores a 5% de
carboidratos, amido ou agucares (FINLEY, 1985). Para proteinas puras, a
recuperacao do triptofano pode ser aumentada com a adigao de tidis como o [3-
mercaptoetanol, mas geralmente as recuperacdes sao incompletas (NG et al.,
1987). Molnar-Perl e Khalifa (1992) relataram boas recuperacgdes de triptofano
apos hidrdlise de lisozima, albumina humana e a-quimotripsina em HCI contendo
triptamina. O uso de &acidos sulfébnicos proporciona boas recuperagdes de
triptofano em proteinas puras, mas em alimentos os resultados permanecem
insatisfatorios (WEISS et al., 1998). Davies e Thomas (1973) relataram boas
recuperacbes de triptofano em proteinas puras wusando &cido p-
toluenossulfénico, mas nao em amostras complexas contendo carboidratos.
Yamada et al. (1991) usaram a S-piridiletilagdo antes da hidrdlise para
determinar o triptofanoe a cisteina em microquantidades de proteina. Garcia e
Baxter (1992) usaram a pronase (uma protease relativamente inespecifica) para
hidrolisar a proteina, a fim de determinar o triptofano em féormulas infantis, e
relataram recuperacgdes ligeiramente mais altas do triptofano em comparacao ao
uso da hidrodlise de NaOH. Apesar dos numerosos métodos desenvolvidos para
hidrolisar quantitativamente o triptofano, a abordagem mais usada é baseada na
hidrolise alcalina (MOLNAR-PERL, 1997; FOUNTOULAKIS e LAHM, 1998).

Acidos utilizados na hidrolise

O HCI é o acido mais utilizado para a hidroélise de proteinas, embora outros
tenham sido experimentados. O acido metanossulfénico (MSA) tem sido utilizado
para analise de aminoacidos, particularmente triptofano, metionina e cisteina. A
principal desvantagem do MSA é que ele nao é volatil, portanto, o acido ndo pode
ser evaporado apos a hidrdlise. Malmer e Schroeder (1990) usaram MSA 4 M
para determinar o conteiudo de aminoacidos do citocromo c e relataram
recuperacoes ligeiramente inferiores as normalmente obtidas por hidrélise por

HCI. Weiss e seus colaboradores (1998) usaram duas proteinas puras de
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sequéncia conhecida e relataram que a hidrolise com MSA forneceu dados um
pouco mais precisos que a hidrélise convencional, com base na quantificacdo
das proteinas a partir dos dados de aminoacidos. No entanto, ndo apresentaram
dados reais de recuperacdo de aminoacidos para o método de hidrélise
utilizando MSA.

Antioxidantes e agentes de eliminacao

Alguns aminoacidos nem sempre podem ser 100 % recuperados durante
a hidrdlise acida, e antioxidantes e sequestradores de oxigénio as vezes sao
adicionados para melhorar a recuperacao durante o processo de hidrolise. Esses
aditivos em sua maioria atuam na eliminagéo de radicais livres (MOLNAR-PERL,
1997). Alguns aditivos comuns incluem fenol (RUTHERFURD, 2008), acido
tioglicolico (SHINDO et al. al., 1998) e triptamina (Molnar-Perl e Khalifa, 1993)

para hidrolise acida por HCI, embora nem todos os laboratérios os utilizem.

Atmosfera inerte

A conducgao da hidrolise em uma atmosfera livre de oxigénio melhora a
recuperacao de varios aminoacidos, principalmente a metionina. Existem varios
meios para alcangar um ambiente livre de oxigénio, incluindo o uso de refluxo
para hidrélise (FAO / OMS, 1991), uso de gas inerte, vedacao dos tubos de
hidrélise sob vacuo (FAO / OMS, 1991; YAMADA et al., 1991; WEISS et al.,
1998), e ambos, gas inerte e tubos de vedacgao, sob vacuo. Ha também uma
variedade de métodos para selar tubos, incluindo o uso de tampas de rosca,

torneiras de rosca e fechamento de tubos ou ampolas de vidro sob vacuo.

Tempo e temperatura de hidroélise

A hidrélise acida com HCI é geralmente realizada a 110 ° C por 20 a 24
horas (FAO / OMS, 1991; OZOLS, 1990; DARRAGH e MOUGHAN, 2005). Varios
estudos foram conduzidos explorando a hidrélise em temperaturas mais altas e

tempos de hidrdlise reduzidos, a fim de diminuir as perdas de aminoacidos,
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particularmente para cisteina, metionina (GEHRKE et al., 1985; MCDONALD et
al., 1985) e triptofano (MURAMOTO e KAMIYA, 1990). Apesar desses e de
outros estudos, 24 horas a 110 ° C continuam sendo o tempo e a temperatura

de hidrdlise padrao para a analise de aminoacidos.
A radiacdo de micro-ondas

Tem sido usada para substituir a energia térmica como um meio de
fornecer a energia necessaria para hidrolisar proteinas. A principal vantagem é
o tempo de hidrélise consideravelmente reduzido (menos de 4 minutos em Weiss
et al.,, 1998). Kroll et al. (1998) realizaram um estudo investigando o uso de
radiacao de micro-ondas para hidrdlise acida de proteina. Eles descobriram que,
para uma selecao de proteinas puras, a incubagao por pelo menos 2 horas era
necessaria para a hidrélise completa. Relataram também excelentes
recuperagoes (> 95%) para todos os aminoacidos, exceto triptofano, metionina
e cisteina. Além disto, a comparacao entre a hidrdlise por micro-ondas com a
hidrélise acida convencional deu uma excelente concordancia entre os dois

métodos, embora a metionina ndo tenha sido examinada.

No geral, o uso de micro-ondas para hidrélise na analise de aminoacidos
se mostra promissora, no entanto, varios fatores precisam ser levados em
consideragao. A radiacdo dentro do forno precisa ser espacialmente uniforme
em toda a camara; caso contrario, as hidrolises diferirdo dependendo da
colocagao do tubo dentro do forno. A quantidade de liquido dentro do forno
precisa ser semelhante de operacido em operacdo, pois volumes menores
aquecem mais rapidamente do que volumes maiores. Também € importante usar
fornos para os quais a saida de poténcia é conhecida com precisdo, pois
diferentes fornos, mesmo com a mesma classificacdo de poténcia, podem ter

diferentes potenciais de saida.
Hidrolise em fase de vapor

Envolve a hidrélise de uma amostra em um recipiente selado e evacuado
que também contém o acido (geralmente HCI) e seus aditivos, onde a amostra
nao é colocada diretamente no acido. O vacuo reduz a pressao de vapor do HCI
e o vapor resultante envolve a amostra, HCI 5,7 N é mistura azeotrépica o que

mantem a concentracao do acido na fase vapor. Este método € util se houver
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impurezas, por exemplo metais pesados e aminoacidos, que podem atrapalhar
a quantificacdo. Meltzer et al. (1987) realizaram a hidrélise acida com HCI em
fase de vapor, colocando tubos de hidrélise contendo albumina de soro humano
em um dessecador sob vacuo, contendo um copo de HClI 6 M em ebulicao
constante. Eles relataram recuperagcoes de aminoacidos semelhantes as
observadas usando hidrélise liquida para todos os aminoacidos, exceto a serina,
para a qual a recuperacgao foi superior a hidrélise em fase gasosa. Higbee et al.
(2003) descreveram um sistema automatizado para hidrolise em fase gasosa
com base na estagao de trabalho Waters PicoTag. Eles relataram recuperagoes
de aminoacidos para albumina sérica bovina dentro de 2,7% dos valores
esperados. Higbee et al. (2003) comentaram que o sistema requer habilidade e
tempo do operador para evacuar os recipientes especializados de amostras sem
perder o material da amostra por meio do impacto, e que a remogéo de oxigénio

nem sempre é completa.

2.6.2 Métodos de separacao e deteccao

Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Muitas técnicas cromatograficas diferentes foram desenvolvidas para
separar e quantificar aminoacidos, incluindo cromatografia em papel, de camada
fina, troca ibnica em sistemas de baixa pressao, troca idbnica em HPLC, e fase
reversa em HPLC, cromatografia gasosa, eletroforese capilar e espectrometria
de massa. A cromatografia de troca ibnica de aminoacidos foi originalmente
desenvolvida por Moore e Stein (1951) no inicio dos anos 50, usando variagéo
de pH e forga ibnica dos eluentes em etapas ou gradiente de pH e concentracao
salina crescentes para separar os aminoacidos. O método original foi lento,
levando até 16 horas para concluir uma corrida. Com o desenvolvimento da
HPLC, os tempos de execugao foram bastante reduzidos, para 1 a 2 horas para

troca ibnica e 20 a 40 minutos para cromatografia em fase reversa.

Atualmente, as técnicas cromatograficas mais usadas para separar e
quantificar aminoacidos incluem cromatografia de troca ibnica usando
derivatizagao pré- e pds-coluna e de fase reversa (C18) usando derivatizagéo

pré-coluna.
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As vantagens da derivatizag&o pds-coluna s&o que as reagdes colaterais
nao sao importantes, a derivatizagao completa ndo é necessaria desde que a
extensao da reacdo seja reproduzivel e o derivado ndo precisa ser estavel. As
desvantagens incluem uma escolha limitada de condi¢des de reagado, a
necessidade de equipamento para entrega de reagentes, possivel alargamento
da banda devido a introdugéo de reagentes, um caminho de fluxo mais longo da
coluna para o detector e possivel interferéncia do reagente durante a detecgéo
(Bardelmeijer et al., 1998). As vantagens da derivatizagao pré-coluna incluem
uma maior escolha de reagentes e condigdes de reacao, sem limite na cinética
da reacdo e a possibilidade de derivatizagdes em varias etapas. A principal
desvantagem é a possivel interferéncia cromatografica de produtos secundarios
ou reagentes de derivacado nao reagidos (BARDELMEIJER et al, 1998).

Derivatizacao pds-coluna

Para cromatografia de troca ibnica, € empregada uma coluna de trocador
catidnico. A separacgao utiliza as propriedades anfotéricas dos aminoacidos, ou
seja, devido a presencga de grupos amino e carboxil, os aminoacidos podem ser
carregados negativa ou positivamente, dependendo do pH; a hidrofobicidade
também é uma propriedade usada no fracionamento dos aminoacidos na coluna.
Durante a analise, o hidrolisado é carregado na coluna em tampao de pH acido,
geralmente ~2, e todos os aminoacidos, carregados positivamente nestas
condigdes, se ligam a coluna. A eluicdo dos aminoacidos é facilitada usando
solucdes de pH e concentracao salina crescentes. Estas condicoes fazem com
que os aminoacidos atinjam o ponto isoelétrico e forgca ibnica ideais para
separacgao e desligamento do trocador catiénico. Os aminoacidos, com excecao
do triptofano, tirosina e fenilalanina, ndo sao detectados por absorvancia na
regiao ultravioleta do espectro. Consequentemente, para cromatografia de troca
ibnica, os aminoacidos devem ser derivatizados apds eluicdo da coluna.
Ninhidrina e o-ftalalldeido (OPA) sédo reagentes usados para derivatizagéo pos-

coluna.

Ninhidrina
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A pos-reacdo com ninhidrina de aminoacidos cromatograficamente
separados foi conduzida pela primeira vez por Moore e Stein em 1948. A
ninhidrina reage a temperaturas elevadas (100- a 120-C) a aproximadamente pH
5 com aminas primarias, como o grupo a-amino dos aminoacidos e 0 grupo &-
amino da lisina, para produzir o composto conhecido como purpura de

Ruhemann. Esse composto tem uma absorvancia maxima em 570 nm.

A= 570 nm
0 0 0
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2 o MHS —N ,O :
OH 4+ O —
H
0 . 0 HO
Ninidrina Aminoacido Purpura de Riihermann
7 - A\=440
OH P = nm
OH
NH 7
we s OO0
0
0

Ninidrina Prolina

Figura 5: Formagéo do Purpura de Ruhemann a partir da reagao entre um aminoacido e a
ninidrina. O composto absorve em 570 nm. A reagcdo com prolina gera um composto
diferente que absorve em 440 nm.

Na Figura 5 podemos ver a reagao de formagao da purpura de Ruhemann.
A ninhidrina também reagira com aminas secundarias, como o N-terminal da
prolina e da hidroxiprolina, mas a sensibilidade € menor e a absorbancia maxima
do produto é de 440 nm. O limite de deteccéo deste método é de £ 10 pmol (50

pmol para prolina).

Ortoftalaldeido, OPA

A derivatizagao pés-coluna com OPA foi usada pela primeira vez por Roth
e Hampai (1973). O OPA reage com o grupo a-amino de aminoacidos na

presenca de um tiol (geralmente é utilizado o 2-mercaptoetanol) para produzir
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um anel isoindol substituido, mas, diferentemente da ninhidrina, ndo reage com
a prolina. A prolina pode ser derivatizada com OPA apés oxidacao utilizando
hipoclorito de sédio. Uma grande vantagem do OPA é que o derivado OPA-
aminoacido fluoresce fortemente (excitacdo A 350 nm, emissdo A 450 nm)
enquanto o OPA né&o reagido ndo. Benson e Hare (1975) compararam a
sensibilidade de OPA com a da ninhidrina e outro reagente fluorescente, a
fluorescamina, usando derivatizacdo pds-coluna. Eles relataram que a OPA era

5 a 10 vezes mais sensivel que a fluorescamina ou a ninhidrina

Derivatizagéo pré-coluna
PITC

O fenilisotiocianato (PITC) reage com o N-terminal de aminoacidos,
incluindo prolina, para produzir feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC-AA) que
possuem absorvancia maxima em 254 nm. A derivatizacao pré-coluna com PITC
para analise de aminoacidos foi descrita pela primeira vez por Bidlingmeyer e
colaboradores em 1984. A empresa Waters desenvolveu o sistema de analise
de aminoacidos PicoTag para facilitar o uso desse método para pequenas
quantidades de amostra (WATERS, 2019). Apds reagdo por 20 minutos a
amostra necessita ser seca para remover o excesso de reagente. Essa etapa de
secagem €& uma das principais desvantagens do método, dificultando a
automacao. Bidlingmeyer e colaboradores relataram que os derivados de PTC
sdo estaveis por semanas se armazenados congelados e por 3 dias se mantidos
em geladeira, enquanto outros relataram estabilidade por 16 horas quando
armazenados de 5 a 8 ° C (BIDLINGMEYER, 1984; JANSSEN et al., 1986). A
temperatura ambiente, os aminoacidos sdao muito menos estaveis, com a
estabilidade variando acentuadamente entre eles (GUITART et al., 1991). Os
PTC-aminoacidos sdo separados por cromatografia em fase reversa C18, e o

limite de deteccao do método é de cerca de 1 pmol.

AQC
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A derivatizacdo de aminoacidos com carbamato de 6-aminoquinolil-N-
hidroxissuccinimidil (AQC) produz derivados altamente fluorescentes (excitacdo
a 250 nm, emissao a 350 nm). A reacao é rapida, levando apenas 1 minuto a
temperatura ambiente para ser concluida. Apds a derivatizagdo, a mistura é
aquecida a 55°C para converter o produto secundario menor da tirosina no
principal composto mono-derivatizado (COHEN e MICHAUD, 1993) e hidrolisar
o reagente AQC em 6-aminoquinolina, N-hidroxissuccinimida e dioxido de
carbono. Os derivados sdo estaveis a temperatura ambiente por até uma
semana, € o limite de deteccdo do método é de cerca de 40 a 800 fmol,
dependendo do aminoacido (COHEN e MICHAUD, 1993). Os AQC-aminoacidos
podem ser separados usando cromatografia em fase reversa C18 com

acetonitrila e agua como fase movel.

FMOC

O cloroformato de 9-fluorenilmetil (FMOC) reage com aminas primarias e
secundarias em uma reacdao que dura em torno de 1 minuto, produzindo
derivados fluorescentes (excitacdo A 260 nm, emissao A 313 nm; EINARSSON
et al., 1983). Os derivados séo estaveis a 4°C por pelo menos uma semana, com
perdas de apenas 3% no rendimento de aminoacidos ao longo do tempo e
perdas insignificantes a temperatura ambiente apds 48 horas (LOZANOV et al.,

2004) Os limites de detecgao para derivados FMOC estao na faixa de fmol.

OPA-FMOC

Como discutido acima, o OPA é um agente derivatizante comumente
utilizado para a deteccdo de aminoacidos. No entanto, sua principal
desvantagem € sua incapacidade de reagir com aminoacidos secundarios.
Recentemente, foi proposto um novo método que utiliza uma derivatizagédo em
duas etapas com OPA e FMOC para aminas biogénicas, bem como lisina e
ornitina (HANCZKO" et al., 2005) e todos os aminoacidos (KO'ROS et al. 2008).
Este método foi revisado em detalhes por (HANCZKO et al., 2007).

Resumidamente, a reacgao inicial € conduzida com OPA para que todos os
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aminoacidos primarios sejam derivatizados em aminoacidos OPA. O segundo
passo usa o FMOC, que entao derivatiza os aminoacidos secundarios (prolina e
hidroxiprolina). Cada derivatizacao é conduzida a temperatura ambiente por 1
min, dando um tempo total de reagédo de 2 min. O FMOC, os derivados FMOC-
aminoacidos e o alcool FMOC sio mais hidrofdbicos que os derivados OPA-
aminoacidos e, portanto, nao interferem na eluicdo dos aminoacidos
derivatizados. Além disso, o FMOC-prolina e o FMOC-hidroxiprolina sdo os
unicos derivados de aminoacidos do FMOC presentes; eles eluem mais
rapidamente do que o alcool FMOC ou FMOC néo reagido. Consequentemente,
a interferéncia cromatografica do alcool FMOC ou FMOC tradicionalmente
observado nao representa um problema com este sistema de deteccdo. Além
disso, quando a derivatizacdo de FMOC é realizada, nao existe tirosina e
histidina livres, de modo que o problema da tirosina e histidina dissubstituidas

durante a derivatizagcao de FMOC é superado.

Eletroforese capilar

A eletroforese baseia-se no uso de um campo elétrico para separar
analitos carregados, como aminodacidos. A solugdo de aminoacidos é carregada
em uma extremidade do capilar de silica fundida preenchido com um tampao
condutor. Um campo elétrico € aplicado nas duas extremidades do capilar e os
aminoacidos migram através do capilar em taxas diferentes com base em sua
carga. Os aminoacidos sao entdo detectados usando uma gama de detectores
semelhantes aos usados nas analises por cromatografia liquida. A eletroforese
capilar ndo é comumente usada, mas oferece resolugcdo e sensibilidade
superiores em comparacgao as técnicas de HPLC. Eficiéncias de coluna de um
milh&o de pratos sdo comumente relatadas e a separacdo de compostos que
diferem apenas em sua massa isotopica foi relatada (YEUNG e LUCY, 1999;
SMITH, 1998)

Espectrometria de massas
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Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A CG fornece tempos curtos de analise e bom poder de resolugédo, mas
os AAs precisam ser derivatizados antes das analises (ZAIKIN e HALKET, 2009).
A sililacdo usando agentes como N, O-bis- (trimetilsilil) trifluoroacetamida
(BSTFA) ou N-metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) pode ser
aplicada (WILLIAMS et al , 2007), mas os derivados exibem instabilidade, o
proprio processo de derivatizacao é sensivel a umidade e misturas de derivados
mono- e di-silil podem ser formadas devido a impedimentos estéricos por grupos

volumosos.

Protocolos alternativos de derivatizacao de CG envolvem N-acilagcédo e
esterificacdo do grupo acido carboxilico por anidrido trifluoroacético e
isopropanol (ZUMWALT et al, 1970) ou anidrido pentafluoropropiénico e
isopropanol (DAVIS et al, 1987). No entanto, na analise de amostras biologicas
aquosas, esses métodos requerem troca de solvente e remogéo de reagente.
Uma derivatizagao rapida de AAs por cloroformatos de alquila pode ser realizada
em solugdo aquosa, mesmo sem remogao prévia da proteina. Sob essas
condicdes, os acidos carboxilicos sdo convertidos em ésteres e 0s grupos amina
em carbamatos (HUSEK, 1998). Os derivados podem ser facilmente extraidos
para um solvente organico. Os extratos podem ser injetados diretamente no CG-
EM (Kaspar et al, 2008). Ao usar essa abordagem, um método CG-EM rapido e
automatizado para analise de AA em diferentes matrizes pode ser realizado com

um tempo de corrida cromatografica inferior a 10 minutos.

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM)

Existem também varios métodos para a analise de aminoacidos em
amostras biolégicas baseadas em cromatografia liquida (CL), com ou sem
derivatizagao. A separagao por CL de fase reversa de aminoacidos geralmente
nao pode ser realizada, a menos que sejam utilizados reagentes de pareacao
ibnica. Para isso agentes volateis de emparelhamento de ions devem ser
selecionados, como acidos perfluoroalcandicos com diferentes comprimentos de
carbono, por exemplo, TFA (C2), HFBA (C4), NFPA (C5), TDFHA (C7) e PDFOA

(C8). No entanto, esses reagentes de emparelhamento de ions ainda levam a
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problemas na detecc¢ao, como baixa eficiéncia de ionizagao devido a supressao
ibnica e contaminagao da fonte de ionizagao por electrospray (DE PERSON et
al, 2008; PIRAUD et al, 2005).

Uma alternativa ao uso de reagentes de pareacdo idbnica é o uso de
derivatizagdes dos aminoacidos como ja é feito nos métodos por cromatografia
de troca ibnica. Algumas dessas estratégias de derivatizacido também podem ser

usadas na analise por espectrometria de massas (DE PERSON et al, 2008).

Para evitar tais problemas, a interagao hidrofilica (HILIC) pode ser usada
(BAJAD et al, 2006). A HILIC-EM foi empregada com sucesso para separar e
quantificar aminoacidos de diferentes matrizes (SCHIESEL et al, 2010), sendo
frequentemente utilizado para a separagédo de metabdlitos polares. Bajad e
colaboradores relataram a analise utilizando HILIC-MS de mais de 100
metabdlitos polares, incluindo metabdlitos altamente polares, como
nucleotideos, nucleosideos, aminoacidos, acidos carboxilicos e vitaminas. O
metodo se mostra promissor, pois elimina a necessidade de derivatizagdo e ndo

necessita do uso de reagentes de pareamento i6nico (BAJAD et al, 2006).

Espectrometria de massas de alta resolu¢cao (HRMS)

A espectrometria de massa € um método importante para a determinacéo
precisa da massa e caracterizacdo de peptideos e proteinas. Em protebmica,
suas aplicagdes incluem a identificacdo e suas modificagdes pds-traducionais, o
mapeamento de complexos proteicos, suas subunidades e interacdes
funcionais, bem como na identificacdo total de proteinas em uma amostra
complexa. Também pode ser usada para localizar proteinas nas varias
organelas e determinar as interagdes entre diferentes proteinas, bem como com
lipidios da membrana (COX e MANN, 2011).

Tendo em vista a capacidade de identificagdo e seletividade dos
espectrOmetros de massas, Mirgorodskaya e Louwagie (2004) desenvolveram
meétodos que utilizam a técnica para a quantificagdo de aminoacidos, sem as
necessidades de um processo de separagao cromatografico ou de derivatizagao

dos aminoacidos. Mirgorodskaya utiliza o analisador do tipo de voo enquanto
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Louwagie utiliza um Orbitrap como analisador de massas, além de introduzir as
amostras utilizando um sistema de injecdo em fluxo (FI) que automatiza o
processo de infusdo e ha um ganho em reprodutibilidade de inje¢cao (LOUWAGIE
et al, 2012; MIRGORODSKAYA et al, 2004). Os trabalhos utilizam padroes
isotopicamente marcados de leucina, arginina e lisina como padrdes internos
para quantificacao de proteinas purificadas e peptideos, mas, até o momento, a
técnica nao foi utilizada para quantificacdo de misturas proteicas de alta
complexidades e digestos enzimaticos, que é a grande demanda da analise

protedmica para identificacdo e quantificacao de proteinas em amostras.

2.7 Espectrébmetro de massas e modos de aquisi¢ao

A espectrometria de massas € uma técnica analitica que possibilita a
identificacdo da composi¢cao quimica de um determinado composto isolado ou
de diferentes compostos em misturas complexas, através da determinacao de
suas massas moleculares na forma iénica, baseada na sua movimentagao por
meio de um campo elétrico ou magnético (VAN BRAMER, 1998). Os resultados
sdo normalmente apresentados como um espectro de massa, um grafico de
intensidade em funcao da razdo massa/carga. Esses espectros sdo usados para
determinar a assinatura elementar ou isotépica de uma amostra, as massas de
particulas e de moléculas e para elucidar a identidade ou estrutura quimica das

moléculas e outros compostos quimicos.

Os espectrometros de massa sao constituidos de trés partes principais:
fonte de ionizagao, que é responsavel pela ionizagao das moléculas; um ou mais
analisadores de massas, 0s quais sao responsaveis por separar os ions de
acordo com sua relagdo massa-carga (m/z), por meio de campos elétricos e/ou
magnéticos; e um detector, que recebe os ions provenientes dos analisadores
de massas e amplificam seu sinal, e transformam o resultado em um espectro
de massas (WATSON; SPARKMAN, 2007).

Até a década de 1970, a técnica era limitada a moléculas volateis que
fossem compativeis com a técnica de CG-EM. Entretanto, na década de 80 o

surgimento das primeiras técnicas de ionizacdo brandas, como a ionizagao por
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eletrospray (ESI — Electrospray lonization) (FENN, 1989) e ionizagdo por
dessor¢cdo a laser auxiliada por matriz (MALDI — Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization) (KARAS et al, 1987), fez com que o papel da
espectrometria de massa no campo da biologia molecular aumentasse
exponencialmente (FITZGERALD; SMITH, 1995).

A técnica ESI consiste em transferir analitos ionizados da solugao para a
fase gasosa sendo, portanto, facilmente acoplada a técnicas de separagao
liquida como por exemplo, separagao por cromatografia liquida e eletroforese
capilar e técnicas de infusdo direta da amostra como a analise com injecao de
fluxo. A ionizagao por eletrospray gera, em solugao, ions dos analitos antes que
eles cheguem ao espectrdmetro de massas (KUSTER et al., 2006). Dentro de
uma camara sob pressdo atmosférica as moléculas sao pulverizadas na
presenca de um forte campo eletrostatico e de um gas aquecido (geralmente N2).
O aquecimento e o fluxo de gas causam a evaporacgéao do solvente das moléculas
do analito. Com a diminui¢éo da gota ocorre aumento da concentragéo de carga
e 0 processo descrito acima se repete. Assim, os ions sado transportados ao
analisador de massas a partir de uma série de estagios de vacuo e gradientes
ou passos elétricos e/ou magnéticos que os focam no caminho. (NIESSE;
TINKE, 1995; FERNANDEZ-ALBA, 2005).

Essas técnicas de ionizacdo sao usadas em conjunto com analisadores de
massa, como o0s quadrupolos e gaiolas de ions que trabalham com baixa
resolucao e os equipamentos de alta resolugao como o Orbitrap, tempo de voo
e FTICR. Alguns instrumentos ainda podem ter mais de um desses analisadores,
sendo chamados de equipamentos hibridos (BARRERA e ROBINSON, 2011).
No presente trabalho, foi utilizado um espectrobmetro de massas hibrido que
combina um quadrupolo, um analisador de baixa resolugao, com um Orbitrap,

que é de alta resolugao.

271 QExactive Plus
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O equipamento utilizado neste trabalho foi o espectrémetro de massas Q
Exactive Plus, um equipamento hibrido com alta resolucido que possui dois
analisadores de massas em sequéncia: um analisador tipo quadrupolo e um
analisador/detector de alta resolucao tipo Orbitrap, além de possuir uma célula
de colisdo HCD, que possibilita a realizagdo de experimentos de fragmentagao
(MS2), e uma C-trap, que serve para acumulo e transferéncia de ions para o
Orbitrap e a HCD. Na Figura 6 podemos observar um esquema de como € o

equipamento por dentro.

Célula de HCD C-trap Quadrupolo

i
g%

—

S S+t
N
X

Orbitrap

Fonte ESI
Figura 46: Esquema do equipamento QExactive Plus.

O quadrupolo na frente do C-Trap € utilizado como um filtro de massa
para selecao de faixa de m/z (massal/carga) larga (por exemplo, 10 a 100 Da) ou
estreita (por exemplo, isolamento de 0,4 a 2 Da). A C-Trap é um dispositivo de
coleta e resfriamento de ions baseado em radiofrequéncia (RF). A célula HCD é
usada para fragmentar os ions passados pelo quadrupolo. A fragmentagao é
feita utilizando gas nitrogénio, que ira se chocar com os ions que sao acelerados
da C-Trap para a célula HCD. O analisador de massa Orbitrap atua como um
analisador e um detector. Os ions dentro do analisador de massa Orbitrap
passam por grande numero de oscilagdes, produzindo separagao de ions e
geram um sinal variavel no tempo, conhecido como transiente, do qual o
espectro de massa € gerado via transformada de Fourier (KAUFMANN e
BROMIRSKI, 2019)

45



Por possuir estes componentes, o equipamento se torna versatil e
possibilita a utilizacao de diferentes modos de aquisicido de dados; os principais
modos de aquisi¢ao sao: Full Scan (varredura total de ions), AlIF (fragmentacao
total de ions), Target-SIM (monitoramento de ions selecionados), PRM
(monitoramento de reagdes multiplas), DDA (analise dependente de dados), DIA
(andlise independente de dados) e é possivel também a combinagdo de
experimentos em uma mesma analise (KAUFMANN e BROMIRSKI, 2019).

Neste estudo foram testados dois diferentes modos de aquisicao de
dados: Full Scan e Target-SIM.

-Full Scan

Pode ser definida uma faixa de massa que assegure o registro de todos
os ions com um valor de m/z localizado dentro dela. O quadrupolo em frente ao
analisador de massa Orbitrap é operado como um filtro de massa de passagem
ampla, impedindo o preenchimento do C-Trap com ions fora da faixa de massa
definida. Essa abordagem permite a deteccao de todos os compostos ionizados
na fonte de ions de eletrospray (ESI) com valores de m / z na faixa de massa
definida. Como a faixa completa de varredura é coberta, pode-se extrair qualquer
valor m/z desejado apds a aquisigdo dos dados. O Full Scan é o modo mais
frequentemente usado, pois contém informag¢des abrangentes e fornece bons
dados quantitativos (KAUFMANN, 2018).

Target SIM

O t-SIM nao é mais seletivo que o Full Scan, mas fornece maior
sensibilidade de deteccdo. A sensibilidade da deteccao é afetada pelo niumero
de ions (cargas) injetados no eletrodo central do analisador de massa Orbitrap.
O numero de ions é limitado pela capacidade do C-Trap, que atualmente
acomoda um maximo de 3.000.000 de ions. No entanto, a interface ESI produz
muito mais ions do que normalmente podem ser acomodados durante um unico
ciclo de medigao. Portanto, geralmente apenas uma pequena fragao (segmento
de tempo) do feixe de ions que entra continuamente é realmente amostrada pelo

C-Trap. Comparado ao modo Full MS, o uso do quadrupolo como dispositivo de
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isolamento de massa (modo SIM) reduz bastante o nimero de ions transmitidos.
Por conseguinte, um segmento muito mais longo do feixe de ions que entra
continuamente pode ser coletado (longo tempo de injecéo) dentro do C-Trap,
antes que a capacidade alvo (isto €, 3.000.000 de carga) seja excedida. O maior
numero de ions alvo enviados ao eletrodo central do analisador de massa
Orbitrap resulta em uma sensibilidade significativamente maior (KAUFMANN,
2018).
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3 Objetivos

3.1. Geral

Desenvolver um método de quantificacdo de proteinas e peptideos, utilizando a
analise por injegcdo em fluxo acoplada a espectrometria de massas de alta

resolugao.

3.2  Especificos

3.2.1. Otimizar as condigdes instrumentais e experimentais com o intuito de obter
um meétodo sensivel e robusto para deteccao e quantificagdo de aminoacidos

livres e de hidrolisados proteicos;

3.2.2. Validar os resultados levando em consideracdo os pardmetros de

repetitividade, reprodutibilidade, acuracia, limite de detecc¢ao e linearidade;

3.2.3. Comparar esta técnica com outros métodos de quantificagdo de proteinas

e com o padrao-ouro classico de analise de aminoacidos
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4 Matérias e Métodos

4.1 Parametros instrumentais e softwares

No presente trabalho foi utilizado o sistema para cromatografia liquida
UPLC Ultimate 3000 produzida pela Thermo-Scientific (San Jose, Estados
Unidos) acoplada a um espectrémetro de massas de alta resolugao Q Exactive
Plus fabricado pela Thermo Scientific (Bremen, Alemanha). As analises dos
dados foram realizadas nos softwares Tracefinder Forensic e Xcalibur 2.1 ambos
desenvolvidos e distribuidos pela Thermo Scientific. A janela de massa para
extracido de dados foi de 7 ppm. O instrumento foi calibrado diariamente com a
solucao de calibragcao proveniente da Thermo Fisher Scientific. Na Tabela 1
podem ser observados os parametros instrumentais utilizados no

desenvolvimento deste trabalho.

Tabela 1: Parametros instrumentais

Paréametros

Sheet Gas 30 u.a.
Auxiliar gas 10 u.a.
Temperatura do capilar 280 °C
Temperatura do gas 150 °C
Corrente 3,5 kV
S-Lens RF Level 50 u.a.

Polaridade Positiva

Fluxo 50 ML/min

Volume de injegéo 20 pL
Tempo de aquisi¢ao 2 min.

4.2 Analises dos aminoacidos por infuséo direta

Para o inicio do desenvolvimento da técnica foram preparadas solugdes
individuais dos 17 aminoacidos comumente encontrados em proteinas, a saber:

de alanina, arginina, acido aspartico, cistina, acido glutdmico, glicina, histidina,
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isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina,
tirosina e valina (Sigma-Aldrich). Solugdes a 1000 nmol/mL foram injetadas por
infusdo direta com auxilio de uma seringa com fluxo de 10 pl/min no
espectrédmetro de massas de alta resolugao. O solvente utilizado no preparo de
todas as solucdes neste ensaio e em todo o desenvolvimento deste trabalho foi
agua ultra pura, sendo que as solugdes sempre preparadas no dia do ensaio. Os
espectros foram adquiridos em modo varredura total de ions (Full Scan), com

resolucao de 140000 e varredura de 70 a 300 m/z.

4.3 Determinacdo do método de aquisicdo de dados

Foram testados dois modos de aquisigdo de massas, Target-SIM
(monitoramento de ions selecionados) e o Full MS (varredura total de ions). Os
modos foram testados realizando injecbes de padrdes de aminoacidos a 5
nmol/mL e brancos de reagente e os resultados comparados. Os parametros

utilizados se encontram na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros de aquisi¢do dos ensaios utilizando Full-Scan e Target-SIM

Parametros Full-Scan Target-SIM
Resolugao 70000 70000
AGC Target 3,00E+06 1,00E+05
Injection time(ms) 100 25
Faixa de varredura(m/z) 70-300 -
Janela de aquisi¢ao(m/z) - 1

4.4  Escolha da fase movel para o FI-HRMS

Para a escolha da fase moével, foi diluida uma mistura de padrdes de
aminoacidos contendo alanina, arginina, acido aspartico, cistina, acido

glutdmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
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prolina, serina, treonina, tirosina e valina (Sigma - Aldrich Sao Paulo, Brasil) a
uma concentragédo de 5 nmol/mL para cada aminoacido. Foram injetadas 20 uL
da mistura de aminoacidos utilizando a inje¢gao em fluxo (FI), para introdugéo das
amostras no espectrdbmetro de massas de alta resolugao no modo de aquisi¢cao
Target-SIM seguindo os paramentos de instrumentais das Tabelas 1 e 2. Foram
feitas 10 injecbes da solucao utilizando diferentes fases moveis e o desvio
padrdo das respostas das injegdes foram calculados para cada aminoacido. As

fases moveis testadas foram:
- Agua:Acetonitrila (50:50) 0,3% Acido férmico
- Agua:Acetonitrila (50:50) 0,1% Acido férmico
- Agua:Acetonitrila:Metanol (25:50:25) 0,05% Acido férmico
- Agua:Acetonitrila:Metanol (25:50:25)

A agua acetonitrila e metanol, todos grau HPLC, foram adquiridos da
Tedia Brasil (Sdo Paulo, Brasil) e o acido férmico foi proveniente da Merck (Sao

Paulo, Brasil).

4.5 Avaliagao da necessidade de uso de padrao interno para a analise

Foram preparadas duas curvas de quantificagdo em triplicata variando a
concentracdo dos aminoacidos de 0,1 a 20 nmol/mL. A uma das curvas foram
adicionados 10 pL de GABA 10 nmol/mL (acido gama-aminobutirico, Sigma-
Aldrich) em cada ponto como padrao interno; a outra curva nao teve adicéo de
padrdo interno. Os dados foram langados em gréaficos e os resultados

comparados.

4.6 Avaliacdo dos padrdes internos
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4.6.1 GABA

Para verificar se o GABA poderia ser utilizado como padréo interno na
analise foram realizados trés ensaios diferentes. O primeiro foi a construgao de
uma curva de quantificagao dos 17 aminoacidos trabalhados com concentragdes
variando de 0,1 a 10 nmol/mL. Cada ponto foi fortificado com 10 ul de GABA a
10 nmol/mL e o R?da curva de quantificagao foi calculado e avaliado para cada
aminoacido. O segundo ensaio foi a injecdo em setuplicata de uma mistura de
aminoacidos a 5 nmol/mL adicionada de 10 pl de GABA a 10 nmol/mL. O
coeficiente de variagao para cada aminoacido foi calculado e avaliado. O terceiro
ensaio foi a injegdo em setuplicata de uma amostra de soro de rato hidrolisado;
novamente, o coeficiente de variagcdo para cada aminoacido foi calculado e

avaliado.

4.6.2 Aminoacidos isotopicamente marcados

Foi também testada uma mistura de 17 aminoacidos isotopicamente
marcados (AAs marcados) com carbono 13 e nitrogénio 15 em sua composigao.
Essa mistura foi obtida da Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA).
Na Figura 7 podem ser observados exemplos de estruturas de dois aminoacidos

marcados utilizados.
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Figura 7: Estrutura quimica da lisina e glicina leves e isotopicamente marcados
com C13 e N15.

Para testar os AAs marcados como padrdes internos foram realizados trés
ensaios nas mesmas condicdes utilizadas para o ensaio com o GABA. O primeiro
ensaio foi a construgao de uma curva de quantificagdo com 8 pontos para as
concentracées de 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 nmol/mL. Cada ponto foi
fortificado com 10 yl de AAs marcados a 5 nmol/mL e o R? da curva de
quantificacao foi calculado e avaliado para cada aminoacido. O segundo foi a
injecdo em setuplicata de uma mistura de aminoacidos a 5 nmol/mL fortificada
com 10 pyl de AAs marcados a 5 nmol/mL; o coeficiente de variacdo para cada
aminoacido foi calculado e avaliado. O terceiro ensaio realizado foi a injecao em
setuplicata de uma amostra de soro de rato hidrolisado com avaliagéo e calculo

do coeficiente de variagao para cada aminoacido.

4.7  Hidrélise acida de proteinas

Para eliminar possiveis interferéncias nas analises, tanto os tubos para
hidrolise com valvula de entrada e saida de gas (Kimble, Alemanha) usados para
receber os tubos das amostras (Thermo Scientific) para a hidrolise com HCI 5,7
N em fase gasosa foram limpos por prévio aquecimento a 300 ° C por 12 horas
em mufla. A hidrélise acida foi realizada adicionando 10 uL de padrao interno as
amostras, seguida de secagem em centrifuga a vacuo (SpeedVac, Thermo
Fisher). Os tubos de amostra sédo levados ao frasco de hidrélise de 50 mL e,
externamente aos tubos de hidrélise, sdo adicionados 250 uL de HCI 5,7N
(Thermo Scientific Pierce (Waltham, MA, USA), contendo fenol a 0,1% (Sigma-
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Aldrich, Sao Paulo, Brazil). A atmosfera do frasco de hidroélise é saturada com N2
seguido de vacuo. O frasco € aquecido a 110 ° C por 24 horas em estufa (Thermo
Scientific) com auxilio de um banho de areia. Apés o aquecimento, os tubos de
amostra sao removidos, secos em uma centrifuga a vacuo e, em seguida, cada
hidrolisado ¢é dissolvido em 100 uL de fase mével. Todas as solugcdes analiticas
foram feitas no dia da analise.

Para verificar a eficiéncia do método, foi analisada uma amostra de 0,5 ug
de BSA padrao em triplicata (Sigma-Aldrich) foi quantificada a 280 nm
(absorvancia) no nanodrop (Thermo Scientific) utilizando o coeficiente de

extingdo em massa de 6,7 para uma solugao de BSA.

4.8 Validagcao do método de quantificacao FI-HRMS

4.8.1 Linearidade

Foram construidas curvas em triplicata para quantificagao de uma mistura
de aminoacidos nas concentragdes de 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10 e 20
nmol/mL, exceto leucina / isoleucina (0,2, 1,0, 5,0, 10, 15, 20 e 40 nmol/mL ) e
cistina (0,05, 0,25, 0,5, 2,5, 3,75, 5,0, 7,5 e 10 nmol/mL). A leucina e a isoleucina
por serem isbmeros possuem a mesma massa exata sendo estas quantificadas
juntas. Os aminoacidos isotopicamente marcados a 0,5 nmol/mL foram utilizados
como padrao interno. As curvas foram construidas - apds analises segundo 4.3
- usando a razdo entre as intensidades de aminoacidos e a intensidade do
padrdo interno em todas as concentragbes. Foram calculados o R? para cada

aminoacido.

4.8.2 Reprodutibilidade e acuracia

Nos ensaios de validagéo, foi utilizada uma proteina purificada, a BSA
como matriz para verificar se 0 método atende aos critérios analiticos aceitos
pela literatura (AOAC, 2012). Uma amostra de 2 pg de BSA foi analisada em

sextuplicata em dois dias diferentes. A amostra de BSA para os ensaios de
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validacao também foram quantificados por AAA convencional pelo professor
Peter Hgjrup da Universidade do Sul da Dinamarca (SDU) no analisador de
aminoacidos Biochrom 30+ (Biochrom Ltd, Reino Unido), segundo os parametros
instrumentais descritos por HIJRUP, P, 2015. Os desvios entre as replicatas de
cada dia e entre os dois dias foram calculados. Para a quantificagdo desta
amostra foi utilizada a curva construida no ensaio de linearidade. A acuracia

também foi calculada utilizando a seguinte formula:

Valor obtido
Acurécia(%) = m,x 100

4.8.3 Limite de quantificagcao

Para o calculo do limite de quantificagao foram quantificados 0,05; 0,1 e
0,2 ug de BSA em triplicata. Foram calculados o coeficiente de variagéo e a

acuracia das analises do ensaio.

4.9 Comparagao entre o método desenvolvido e outros métodos

4.9.1 Preparo das amostras na comparacao entre métodos

Para verificar a precisao e acuracia da técnica as amostras foram
preparadas a partir de diferentes matrizes de proteinas e quantificadas usando
o0 método classico para AAA e o método desenvolvido. Foram analisados BSA,
soro de rato e extratos de Saccharomyces cerevisiae e folha de Jatropha curcas.
Além do extrato proteico total, também foram analisados os hidrolisados tripticos
das mesmas amostras. O protocolo experimental usado para preparar cada

amostra foi o seguinte:

- BSA e soro de rato

A amostra de BSA (albumina de soro bovino) e de soro de rato foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil). Pesou-se 2 mg de BSA que
foram diluidos em 1 mL de agua ultrapura. O soro de rato foi diluido em uma
proporgdo 1:10 em agua.
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-Extrato de folha de Jatropha curcas

A extragao de proteinas de 100 mg de folha de J. curcas foi realizada
utilizando a mistura da amostra pulverizada com polivinil-polipirrolidone (PVPP)
e tampéo contendo piridina 50mM/10mM tiourea/SDS 1% em uma propor¢ao de
1:2:40 (m/m/v), como descrito por VASCONCELOS et al., 2005. A mistura foi
agitada por 4 h a 4°C. Em seguida, foi centrifugada a 10.000 rpm e 4°C e o
sobrenadante foi separado para a etapa de precipitagcao de proteinas com acido
tricloroacético 10% em acetona por 24 horas. Apos precipitagao, as proteinas

foram lavadas com acetona gelada e secas a temperatura ambiente.

- Saccharomyces cerevisiae

Cerca de 100 mg de células em meio YPD2% foram centrifugados a 5000
rom e lavados duas vezes com agua destilada gelada e suspensas em 500 L
de tampao fosfato pH 7,0 com inibidor de protease livre (EDTA). Foram
adicionados 1,5 g de pérolas de vidro e os extratos celulares foram obtidos apos
3 ciclos de agitacdo em vortex por um minuto, intercalados com um minuto de
repouso no gelo. A amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos e o

sobrenadante recolhido.

- Digestao triptica das amostras

As proteinas foram solubilizadas com solugao caotrépica contendo ureia
7M/ tioureia 2M / tampao bicarbonato de trietilaménio (TEAB) 5mM, exceto para
soro de rato e BSA. Cerca de 80 pg de proteinas foram submetidas ao processo
de digestdo enzimatica com tripsina. As proteinas foram reduzidas com
ditiotreitol 10mM por 1h a 30° C e, em seguida, alquiladas com iodoacetamida
40mM, em ambiente livre de luminosidade, por 30 minutos a temperatura
ambiente e diluidas 10x com 50mM de bicarbonato de aménio para ajustar o pH
para 8. Finalmente, foi adicionada tripsina a mistura proteica em uma proporcao
de 1:50 m/m e a reagao ocorreu por 18h a 35°C. A reacao foi interrompida com
adicdo de acido formico até concentragdo final de 1%. As amostras foram
concentradas e dessalinizadas utilizando Micro-Spin Columns C18 (Harvard
Apparatus); apos a limpeza, as amostras foram secas, suspensas em solugao

de acido férmico 0,1% e seguiram para a etapa de hidrolise acida.
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4.9.2 Meétodos utilizados na comparagao

As amostras foram quantificadas utilizando a AAA classica e as técnicas
de Bradford, BCA, Qubit, absorcdo em 280nm e o método desenvolvido neste

trabalho.

4.9.2.1 Absor¢ao em 280 nm

As amostras foram quantificadas utilizando o espectrofotbmetro de
microvolume NanoDrop (Thermo Scientific, San Jose, Estados Unidos). Foi
introduzido 2 pl de cada amostra em ftriplicata e a leitura foi feita a 280 nm

usando o coeficiente de extingdo em massa de 6,7.

4.9.2.2 BCA

A quantificagao foi feita utilizando o Pierce™ BCA Protein Assay Kit obtido
da Thermo Scientific. O kit € composto de 2 reagentes e 1 padréo de BSA para
confecgdo da curva de quantificagdo. O reagente A contém uma mistura de
tampdes e acido bicinchoninico 0,1N e o reagente B sulfato de cobre 4%. A curva
de quantificacido é preparada utilizando BSA com as concentragdes variando de
20 a 2000 ug/mL. A solucao de trabalho é preparada misturando 50 partes da
solucdo A com 1 parte da solugdo B. 100 yL das amostras s&o misturadas com
2 mL da solucao de trabalho e aquecidas a 37°C por 30 min. Apds incubacéo,
as amostras foram lidas a 562 nm utilizando o NanoDrop no modo BCA
(THERMO SCIENTIFIC, 2020b).

4.9.2.3 Bradford
O kit Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit obtido da Thermo Scientific
contém o reagente (Coomassie G-250 dye e aditivos) e 1 padrao de BSA para

confecgdo da curva de quantificacdo. Esta é preparada utilizando BSA com
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concentracbes variaveis entre 100 a 1.500 ug/mL. 5 yL das amostras sao
misturadas com 0,25 mL do reagente e sdo incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente. Apds a reagdo as amostras foram lidas a 595 nm
utilizando o NanoDrop no modo Bradford (THERMO SCIENTIFIC, 2020a).

4.9.2.4 Qubit

A quantificagado utilizou o Qubit® Protein Assay Kits obtido da Life
Technologies composto de 2 reagentes (reagente A e B) e 3 padrbes para
confecgdo da curva de quantificacdo. A solucao de trabalho é preparada
misturando 199 partes da solugdo A com 1 parte da solucéo B. 1 uL das amostras
sdo misturadas com 0,199 mL da solugado de trabalho e sdo incubadas por 15
minutos em ambiente livre de luz. Apds incubagao a emissao de fluorescéncia é
lida em um fluorimetro (THERMO SCIENTIFIC, 2020c).

4.9.2.5 FI-HRMS e AAA classica

A quantificagdo das amostras de hidrolisados &cidos foi realizada
utilizando o método classico de quantificacdo de aminoacidos seguindo o
protocolo descrito por HIJRUP, 2015. Foram hidrolisados cerca de 5 ug de cada
amostra em triplicata. Metade do hidrolisado seguiu para a analise por FI-HRMS,
como descrito no item 4.1, enquanto a outra metade foi analisada por
cromatografia de troca ibnica com derivatizagdo pos coluna com ninhidrina. As
analises foram realizadas pelo professor Peter Hgjrup na Universidade do Sul da
Dinamarca (SDU) no analisador de aminoacidos Biochrom 30+ (Biochrom Ltd,
Reino Unido), segundo os parametros instrumentais descritos por HGJRUP, P,
2015.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Detec¢ao dos aminoacidos isolados por HRMS

A Figura 7 mostra os espectros em Full-Scan obtidos das infusdes de
padrées de aminoacidos no espectrdbmetro de massas na qual € possivel
visualizar a detecgao de todos os aminoacidos. Para leucina e isoleucina, por
serem isdmeros e apresentarem a mesma massa exata, n&o é possivel distingui-
las. Uma das limitagdes do método proposto que utiliza somente a
espectrometria de massas como forma de detecgcdo, € a impossibilidade de
separar leucina da isoleucina sem uso de experimentos de fragmentagéo. Para
uma analise individual de leucina e isoleucina o método desenvolvido neste
trabalho ndo é aplicavel, mas para quantificacao total de proteinas isso nao
representa problema algum, pois estas sao quantificadas juntas e somadas aos

demais aminoacidos.

F
100 5 166,0860
80
= P
g 3 116,0709
E 60 — R
€ 7 M H 1751187 Y
o = 150,0581 182,0809
; ] L/ | 156,0768
240 y 1321019
¢ 4 118,0866
B 148,0604
] T
A 120,0857
203 5 90,0556 S ' K Cistina
76,0402 106.0503 ‘ 1471126 241,0306
= : D\ |
1| 880400 | 1020554 | (. {—134,0408/ |, | l I | /{/235,9142 ‘
UIi|IIII III| II|I-I|I|I||-I|.'I II||II:||II |I.II|
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 30 240

miz

Figura 8: Espectro de massas dos aminoacidos adquirido no equipamento QExactive Plus,
utilizando o modo de aquisi¢ao Full-Scan.

59



5.2 Fonte de ionizacdo

Os parametros da fonte de ionizacdo foram otimizados para se obter o
spray mais estavel e a maior intensidade de sinal possivel, com a finalidade de
nao prejudicar a reprodutibilidade das inje¢des e tornar o meétodo mais sensivel.

Os parametros escolhidos podem ser observados na Tabela 1.

5.3 Método de aquisicdo de dados

Na Figura 9, pode-se observar a comparacéo da analise de uma mistura
de aminoacidos de 5 nmol/mL adquirida no Full Scan e t-SIM. E possivel
observar que, mesmo em um padrao, a quantidade de ions nessa regido ainda
€ alta nas analises em Full Scan; ja no t-SIM, apenas os sinais de aminoacidos

sao observados.

A escolha do target-SIM foi feita para a analise devido a sua maior
sensibilidade em relacdo a analise de varredura completa. Na regido onde os
aminoacidos se encontram (70-250 m/z), ha um grande numero de interferentes
que, mesmo que ndo tenham exatamente a mesma massa, em altas
concentracbes podem comecgar a suprimir os sinais dos analitos alvos. Nas
analises em Target-SIM, esse efeito € diminuido a medida que os aminoacidos

sao adquiridos em pequenas faixas de 1 m/z.
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Figura 59: Espectro de massa usando Full Scan (A) e Target-SIM (B) comparando um branco controle (imagem superior) e mistura de aminoacidos a 5nmol /
ml (inferior). As setas vermelhas indicam interferentes tipicos. No método Target-SIM, os interferentes apresentam intensidades de 10 a 100 vezes menores que
as intensidades do AA. No entanto, no método Full Scan, a intensidade dos interferentes € maior que os sinais AA, levando a perda de detecgao relacionada a
linearidade e a sensibilidade do método.
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5.4 Selecao da fase movel para FI-HRMS

Com o objetivo de identificar a fase movel mais adequada para detecgéo
dos AAs e seus respectivos padrbes internos, foram testadas diferentes
concentragdes de acido formico na fase movel utilizada na infusdo das amostras
no espectrometro de massas por Fl, variando a concentragdo de 0 a 0,3 % de
acido formico. Na Figura 10, pode-se observar o comportamento de glicina,
acido aspartico e lisina na detecgao da mistura de aminoacidos a 5 nmol/mL de

uma das replicatas injetadas em cada fase mével.
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Figura 640: Analise de lisina, acido aspartico e glicina utilizando diferentes concentragdes de acido
férmico na fase moével.

Na concentracao de 0,3% de acido, o sinal dos aminoacidos é suprimido
pela linha de base, ja com a diminuicdo de acido ha um aumento na intensidade
de sinal para todos os aminoacidos, e isso leva a crer que a presenca de acido

leva a uma supressao idbnica dos sinais dos alvos analiticos.

A supresséo ionica é definida como a perda de sinal de um analito de
interesse causada pela co-eluicido e ionizagao de um composto interferente. Um
problema comum em analises bioldgicas, a supressao reduz o desempenho,
precisdo, exatidao e reprodutibilidade de um ensaio quantitativo e podem levar

a resultados inconclusivos. O aumento na concentragao de acido formico leva a
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uma grande concentracido de ions H+ que elevam a linha de base do espectro
gerado pelo equipamento, além de ionizar outros compostos indesejaveis que

possam interferir na quantificagdo dos aminoacidos (SOJO et al, 2003).

Os coeficientes de variacdo para cada fase movel calculados para
verificar a reprodutibilidade das injecbes podem ser observados na Tabela 3. Os
coeficientes de variagdo aumentam conforme o aumento na concentragao de
acido formico. Na fase movel sem acido os CV% apresentam variagdes menores
que 5%, enquanto nas que possuem acido os coeficientes chegam até 40%;
além da variagao aumentar para alguns aminoacidos, nao foi possivel a detecgao
de todos. Isso leva a concluir que a fase moével com composicao
acetonitrila:agua:metanol (2:1:1) mostrou ser a mais eficiente e reprodutivel para

a quantificacao de aminoacidos.

Tabela 3: Reprodutibilidade entre injegbes utilizando diferentes concentragdes de acido férmico
nas fases moveis.

Concentragao de acido férmico

0,3% 0,1% 0,05% Sem acido
Aminoacido CV (%) CV (%) CV (%) CV (%)
Alanina ND 7 14,6 0,4
Arginina 3,9 10 16,7 4.1
Acido aspartico ND 7,8 18,2 49
Cistina 14,9 7 18,7 3,3
Fenilalanina 8,2 6,2 17,1 0,7
Glicina ND 4,3 19,5 21
Acido Glutamico ND 14,3 20,6 24
Histidina ND 11,7 21,8 2,3
Leucina/lsoleucina 8,3 17,6 18,3 3,9
Lisina ND 22,2 171 21
Metionina 9,9 12,9 17,7 1,2
Prolina ND 33,7 14 0,5
Serina ND 9 21,1 0,8
Tirosina 40,4 ND 17,8 2,6
Treonina ND 31,4 18,3 0,3
Valina 36,4 27,3 15,3 0,1

ND=Nao detectado; CV(%)= Coeficiente de variagéo
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5.5 Avaliacido da necessidade de uso de padrdo interno para a analise

Na Figura 11, podemos observar as curvas de quantificagdo de glicina
utilizando padronizacdo externa e interna, sendo utilizado GABA a 1nmol/mL
como padrdo interno. E possivel verificar que o R? da curva que utiliza
padronizacao interna € maior que 0,99, enquanto na externa esse valor ¢é inferior.
Um outro aspecto que pode ser observado é o aumento da dispersao — falta de
precisdo - entre as os pontos de mesma concentracdo na curva utilizando
padronizacao externa em relacdo a que usa padronizagao interna. Essa maior
dispersao de resultados é prejudicial a analise, podendo levar a uma diminui¢cao

na exatidao do método.
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(A) Padronizagao externa
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Figura 744: Comparagao entre padronizacao interna(B), onde é utilizado GABA como
padréo interno, e padronizacdo externa(A) onde n&o se usa padrdo interno para
quantificagao de glicina.

A padronizagao interna € uma forma de quantificacdo que utiliza uma
substancia que é adicionada em quantidade constante as amostras, aos
controles e curva de calibracdo em uma analise quantitativa. A raz&o do sinal do
analito com o sinal do padrao interno é plotado em fungao da concentragao do
analito para a construgdo de uma curva de calibragao. Isso é feito para corrigir
as perdas do analito durante o preparo da amostra e possiveis variagdes no
equipamento. A padronizagao externa por sua vez é realizada sem adi¢ao desse
padrao sendo plotado a curva de calibragdo em funcao da intensidade de sinal

e a concentragao.

A padronizagao interna apresenta resultados com uma menor variagcao

devido ao padrao interno apresentar perdas no preparo e variagdes na deteccao
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semelhantes aos do analito e, quando a razdo entre os sinais for calculada,
esses pequenos desvios se anulam tornando os resultados da analise mais
reprodutivel. Tendo em vista estes fatos, foi escolhida a utilizacdo da

padronizacao interna na quantificacdo de aminoacidos.

5.6 Escolha do padrao interno

O padrao interno € um composto que deve mostrar um comportamento
semelhante ao do analito, ou seja, precisa fornecer um sinal semelhante ao do
analito, mas suficientemente diferente para que os dois sinais sejam facilmente

distinguiveis pelo instrumento de detecgao (OLIVEIRA et al, 2010).

No desenvolvimento do método foram testados dois padrdes internos:

GABA e uma mistura de padrdes isotopicamente marcados.

5.6.1 GABA

O GABA foi selecionado por ter uma estrutura quimica semelhante aos
analitos quantificados, por poder ser utilizado como padrao interno para todos os
analitos e porque estaria dentro da faixa de massa dos AAs. O uso de somente
um padrao interno facilita o preparo e diminui o custo da analise, mas ha o risco
da resposta dele ndo ser semelhante a todos os alvos, levando a resultados

imprecisos e nao reprodutiveis.

O primeiro ensaio realizado foi uma curva de quantificagcao para verificar
sua linearidade utilizando GABA como padrao interno. As curvas obtidas
apresentaram um comportamento quadratico; é possivel observar na Figura 12
a curva de calibragdo da alanina, sendo que foram realizadas uma regressao
linear e uma regressao quadratica para a construgao da curva. O coeficiente de
determinacado para o modelo quadratico apresentou melhores resultados que o
modelo linear, sendo estes maiores que 0,99 para todos os aminoacidos. Apesar

de ser utilizada em alguns métodos de quantificacdo a regressao quadratica nao
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€ universalmente aceita; alguns 6rgaos acreditadores, como € o caso do
INMETRO, aceitam somente regressodes lineares. (INMETRO, 2016)

O segundo ensaio foi a injecdo de uma mistura de padroes de
aminoacidos a 5 nmol/mL em setuplicata. Os resultados dos coeficientes de
variagao para todos aminoacidos ficaram abaixo de 6%, um resultado aceitavel
tendo em vista que a maior variacido neste nivel de concentragcao é de no maximo

15%, segundo AOAC, 2012. Os resultados podem ser observados na Tabela 4.

Alanina - Regressao Linear

L -
B O
e
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Alanina - Regressao quadratica
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[ ]
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Figura 842: Curvas de quantificacao de alanina utilizando GABA como padrao interno
com regressao linear e quadratica.
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Para o terceiro ensaio, foi feita a analise de uma amostra complexa de
soro de rato, mais uma vez em setuplicata. O CV% apresentou resultados
maiores que 10% para arginina, aspartico, cistina, fenilalanina, histidina, lisina,

metionina, treonina e tirosina. Para os demais a variagao ficou menor que 10%.

Tabela 4: Coeficientes de variagdo da analise de uma mistura de aminoacidos e soro de rato
utilizando GABA padréo interno da analise.

Amostras
Mistura de Soro de rato
AA aminoacidos hidrolizado
CV(%) CV(%)

Alanina 1,23 5.4
Arginina 1,89 12
Aspartico 2,67 39.5
Cistina 4,50 40
Fenilalanina 2,58 11.5
Glicina 2,31 8.6
Glutamico 3,16 29
Histidina 2,71 28.5
Leucina/lsoleucina 1,58 4.3
Lisina 1,38 14.3
Metionina 2,42 11.1
Prolina 1,51 10
Serina 1,31 12.4
Tirosina 1,34 11.7
Treonina 1,40 18.8
Valina 1,34 7.5

56.2 Padrao interno marcado
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O outro padrdao interno testado foi uma mistura de aminoacidos
isotopicamente marcados contendo todos os aminoacidos em concentragao
conhecida. Padrbes marcados isotopicamente se mostram muito eficientes para
serem utilizados como padrbes internos em analises por espectrometria de
massas, pois estes possuem as mesmas caracteristicas que os padroes leves
e, assim, apresentam as mesmas variagcdes podendo ser identificados pela

diferenga de m/z entre eles.

Os ensaios realizados para a mistura de AA marcados foram os mesmos
realizados anteriormente para o GABA. No primeiro ensaio as curvas de

quantificacao foram grafadas e foi feita a regressao linear.

Na Figura 13, pode ser observada a curva de quantificagao para a prolina.
O comportamento foi linear e o R? foi maior que 0,99 para todos os aminoacidos,
exceto a metionina. Na Figura 14, temos a curva da metionina utilizando seu
padrao pesado como padrdo interno. O comportamento ndo é linear e o
coeficiente de correlagdo é muito baixo, indicando a eliminacdo do uso deste
padrao interno para quantifica-la. Uma analise do espectro de massa de cada
concentracido de metionina mostra que nas maiores concentracées o padrao
interno ndo era detectado, s6 sendo visualizado até a concentragdo de 1,0
nmol/mL. A partir deste ponto, o sinal da metionina marcada comeca a ser
suprimido com o aumento da concentracdo de histidina, até o ponto que nao é

possivel detectar a metionina marcada, impedindo seu uso como padréo.
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Figura 943: Curva de quantificagao para prolina utilizando como padréo interno
a prolina isotopicamente marcada com C13 e N15.
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Figura 14: Curva de quantificagdo de metionina utilizando metionina
isotopicamente marcada como padréo interno.

Na Figura 15 pode-se ver a supressao causada pela maior concentragao
de histidina na detecgdo de metionina marcada. Para contornar a situagéao, foi
selecionado outro padrao interno da mistura para plotar a curva de metionina.
Depois de serem testados todos os padrdes internos, o que apresentou a melhor
resposta foi a treonina marcada. Na Figura 16, temos a curva de metionina

utilizando como padréo interno a treonina marcada, o R? apresentou um valor
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maior que 0,999 e um comportamento linear mostrando que ele pode ser aceito

para quantificar a metionina.

Metionina 156.07234
100
1 Marcada /N
507 Conc:0,5nmol/ml / _ 156,07509
1 \‘-\ ; “Histidina - Conc:0,5 nmol/ml
o ol15606607
o
5 100 15607593
=
é 505 15{?’.93305 ) ' Histidina - Conc:1,0 nmol/ml
P = ’ 5 "\_
'% G: 156,06651 ~ B 156,08242 156,08435
2 100+ 156.9?5?9
: ND L\ e
30 \ Histidina - Conc:2,5 nmol/ml
o 156,06994 _ ) 156,08570
100-, 156;ET590
1 ND T S
50 / ‘Histidina - Conc:5,0 nmol/ml
018606754 15607039 N 156,08622
T T T T T T T T T T T T T T T T
156,070 156,075 156,080 156,085
miz

NL: 8, 75E5

P3_INJO1#112-219 RT: 0,50-0,99 AV:
108 T: FTMS + p ESI 5IM msx ms
[146,6128-147 6128, 154 6270-155,6270]

ML: 1,20E6

p4#111-219 RT: 0,50-0,99 AV: 109 T:
FTMS + p ESI SIM msx ms

[133,5448-134 5448; 138,5552-130,5552]

NL: 2,86E8

p5_inj002#111-219 RT:0,50-0,99 AV:
109 T: FTMS + p ESI SIM msx ms
[133,5448-134 5448; 138 5552-139,5552]

NL: 4 40E8

p6_inj001#111-219 RT: 0,50-0,89 AV:
109 T: FTMS + p ESI SIM msx ms
[133,5448-134 5448; 138 5552-130,5552]

Figura 1015: Espectro de massas dos pontos 0,5;1,0;2,5 e 5,0 nmol/mL da curva de quantificagao
de aminoacidos na faixa onde sao detectadas a histidina e a metionina marcadas. Note-se a
supresséao do sinal de metionina marcada devido ao aumento na concentragdo de histidina.

] AA: Metionina
200+
o0, Pl: Treonina C13N15
w0 y=9,722x-0,198

-1 R’=0,9996

Figura 1146: Curva de quantificagdo de metionina utilizando treonina marcada

como padrao interno.
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Tendo comprovado a linearidade da analise dos aminoacidos com o uso
de padrbes internos, foram feitas replicatas de uma mistura padrao de
aminoacidos e uma amostra digerida de soro de rato. Os coeficientes de variagao
obtidos para a mistura de aminoacidos foram menores que 5% para todos os
analitos e os resultados para a analise de soro de rato podem ser observados na
Tabela 5. Nesta tabela é possivel também comparar o coeficiente de variacao
obtidos nas analises utilizando os padrdes marcados e GABA. Os resultados
utilizando padrbées marcados ficaram, todos, abaixo de 10%, além de apresentar
resultados inferiores aos das analises que utilizaram GABA como padrao interno
demonstrando que na analise de amostras complexas, o uso de padrdes internos
isotopicamente marcados se mostra essencial para que a quantificacao total de
proteinas a partir da quantificacdo de aminoacidos seja valida e robusta. A
avaliacdo de todos os resultados indica a escolha dos aminoacidos marcados
como a mistura padrao a ser utilizada nas analises por espectrometria de massa.
Assim, foi possivel definir as condicbes experimentais introduzindo a lista de
aquisicao, juntamente com as moléculas ndo marcadas, a lista das massas

exatas dos padrées marcados como mostrado na Tabela 6.
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Tabela 5: Coeficientes de variagdo da quantificagdo de soro de rato hidrolisado utilizando como
padrdo interno os aminoacidos marcados e GABA.

Aminoacidos

AA marcados GABA
V(%) CV(%)
Alanina 3,04 5.4
Arginina 1,50 12
Aspartico 8,22 39.5
Cistina 7,75 40
Fenilalanina 2,38 11.5
Glicina 2,68 8.6
Glutamico 4,91 2.9
Histidina 2,68 28.5
Leucina/lsoleucina 1,61 4.3
Lisina 2,35 14.3
Metionina 2,57 111
Prolina 1,18 10
Serina 2,05 12.4
Tirosina 1,14 11.7
Treonina 2,32 18.8
Valina 0,78 7.5
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Tabela 6: Lista de inclusao do método de aquisicao.

Massa exata do

Aminoacido Massa padrao Marcacao
exata[M+H]* marcado[M+H]+
Alanina 90,0557 94,0621 13C3, 15N
Lisina 147,1128 155,1270 13C6; 15N2
Histidina 156,0768 165,0880 13C6, 15N3
Arginina 175,1189 185,1272 13C6; 15N4
Tirosina 182,0812 192,1084 13C9; 15N
Fenilalanina 166,0863 176,1135 13C9; 15N
Metionina 150,0583 125,0760 13C4; 15N
Acido Glutamico 148,0604 154,0742 13C5; 15N
Acido Aspartico 134,0448 139,0552 13C4; 15N
Leucina/lsoleucina 132,1020 139,1191 13C6; 15N
Valina 118,0866 124,1001 13C5; 15N
Treonina 120,0658 125,0760 13C4; 15N
Cistina 241,0309 249,0453 13C6; 15N2
Prolina 116,0710 122,0844 13C5; 15N
Serina 106,0504 110,0570 13C3; 15N
Glicina 76,0403 79,0430 13C2; 15N

5.7 Hidrdlise acida de proteinas

Na Tabela 7, observamos a quantificagao individual de cada aminoacido

e a quantificagao total de proteinas da amostra de BSA. Foi quantificado amostra
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de 0,5 ug de BSA sendo obtido o resultado de 0,53 pyg com uma recuperagao
global de 106%.

Tabela 7: Quantificagao de BSA para verificar a eficiéncia da hidrolise.

Concentracao Concentracao

tedrica encontrada Recuperagao
(%)
(nmol/mL) (nmol/mL)

Alanina 3,61 3,56 98,5
Arginina 1,96 1,93 98,6
Aspartico 4,07 3,85 94,7
Fenilalanina 2,26 2,34 103,4
Glicina 1,28 1,44 112,5
Glutéamico 5,95 6,12 102,9
Histidina 1,28 1,28 99,9
Leucina/lsoleucina 6,02 6,20 102,9
Lisina 4,52 4,29 94,9
Metionina 0,38 0,37 97,9
Prolina 2,11 2,40 114,0
Serina 2,41 2,44 101,1
Tirosina 1,58 1,57 99,1
Treonina 2,56 2,51 98,1
Valina 2,86 2,88 100,6
Cistina 1,28 1,25 97,7
Total de

oroteinas(ug) 0,50 0,53 106,0

Foram obtidas recuperagdes entre 94 e 115% para todos os aminoacidos,
além de uma recuperacao de 106% de proteina. Os resultados mostrados na
Tabela 6 indicam que, em funcdo da elevada recuperacao a hidrolise deve ter
sido total. Uma analise mais detalhada dos dados da Tabela 6 indica que dois
aminoacidos (D e K) tiveram recuperagao menor, mas bem proxima a 95% (94,7
e 94,9, respectivamente); sete (A, R, H, M, Y, T e C) entre 95 e 100%, quatro (F,
E, L/I) com valores entre 100 e 105% e dois (G e P) com teores maiores que

110%. Nao ha explicagao definitiva para a variacao da G e da P na andlise da
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BSA ja que a reprodutibilidade de ambas esta, respectivamente, em 2,1 e 0,5
nas replicatas da analise dos padrées. Uma explicacao plausivel para a G é a
sua formagao em fungao da destruicao de outros aminoacidos durante a hidrdlise
acida, principalmente triptofano. Uma alternativa, seria a presenca de G e P
como aminoacidos livres na amostra de BSA o que poderia ser comprovado pela

analise da amostra sem hidrdlise e de lotes diferentes.

Apods a otimizacdo das condigbes experimentais e instrumentais | foram
realizados ensaios de validacdo para verificar a eficacia do método

desenvolvido.

5.8 Validacdo do método FI-HRMS

Linearidade

Uma curva padrao de oito pontos em triplicata foi construida através da
determinacao do melhor ajuste das propor¢des dos sinais de intensidade (razédo
de intensidade de pico do analito para o padrao interno) versus a concentragao
de aminoacidos. Os R? podem ser vistos na Tabela 8 onde também estéo
descritos os limites de concentracdo usados para todos os aminoacidos. Todos
os analitos apresentaram R? maior que 0,99. As curvas de quantificagédo obtidas
para cada aminoacido podem ser vistas no anexo A. Os dados brutos dos

ensaios de validacdo se encontram no anexo B.
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Tabela 8: Resultados dos ensaios de linearidade na validagao do método.

Coeficiente Coeficiente Faixa linear (nmol

Aminoéacido R?
angular linear /mL)

Alanina 0,9991 1,74 0,3 0.1-20
Arginina 0,998 1,7 0,23 0.1-20
Acido aspartico 0,9912 0,08 0,05 0.1-20
Cistina 0,9993 3,73 0,22 0.05-10
Fenilalanina 0,9977 1,63 0,23 0.1-20
Glicina 0,9994 1,64 0,24 0.1-20
Acido Glutamico 0,9997 1,15 0,01 0.1-20
Histidina 0,9977 1,88 1,42 0.1-10
Leucina/lsoleucina 0,9993 0,86 0,17 0.2-40
Lisina 0,9998 1,1 0,06 0.1-20
Metionina 0,9971 5,1 -0,56 0.1-20
Prolina 0,9987 1,86 0,31 0.1-20
Serina 0,9995 1,79 0,35 0.1-20
Tirosina 0,9996 1,59 0,18 0.1-20
Treonina 0,9998 1,77 0,17 0.1-20
Valina 0,9992 1,71 0,25 0.1-20

Acuracia e precisdo (reprodutibilidade)

Para os ensaios de precisao e de acuracia, foi analisada uma amostra de
BSA em sextuplicata em dois dias diferentes de analise. A Tabela 9 mostra os
resultados da quantificagcdo por espectrometria de massa para estimar a
precisdo e e a acuracia. O coeficiente de variagdo das analises em dias
diferentes apresentou resultado menor que 10%; para a acuracia foram obtidos
resultados préximos a 102%, aceitaveis, segundo as normas da AOAC

International, 2012.
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Tabela 9: Resultados de reprodutibilidade e acuracia para a validagao do método.

Resultados em dias diferentes

N° de Valor encontrado cv Acuracia

Amostra Dia .
replicatas (Mg) (%) (%)
1 6 2,04 8,1 101,9
BSA (2,0 pg)
2 6 2,05 8,0 102,5

Resultado da média dos dois dias

N° de Valor encontrado Ccv Acuracia
Amostra _
replicatas (Mg) (%) (%)

BSA (2,0 ug) 12 2,04 7,7 102,2

Limite de quantificacdo

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 10. Foi possivel
quantificar 0,1 e 0,2 ug de BSA utilizando a técnica de FI-HRMS com acuracia e
coeficiente de variagdo adequados; ja para a amostra de 0,05 ug ndo foram
detectados metionina e cistina. Devido a ndo deteccao desses aminoacidos essa
amostra n&o foi considerada no ensaio. A amostra com o menor teor de BSA

que permitiu detectar e quantificar todos os aminoacidos foi a de 0,1 ug.

Tabela 10: Resultados dos ensaios de limite de quantificagéo.

Amostra Média (ug) DP CV (%) Acuracia (%)
BSA (0,1 pg) 0,108 0,006 5,51 108,3
BSA (0,2 pg) 0,200 0,002 0,84 100,1

O limite de quantificacdo no método ouro para a quantificacdo de
proteinas (AAA convencional) é de 1 uyg (RUTHERFURD et al, 2009). O método
desenvolvido apresenta um limite de quantificacdo 10 vezes menor que o método

ouro.
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Em conjunto, os dados apontam para a validagao da técnica para acidos
aminados livres e para a BSA, quanto aos critérios de reprodutibilidade, acuracia,

linearidade, repetitividade e limite de quantificagao.

5.9 Avaliagao comparativa do FI-HRMS

Para investigar a aplicagao universal do método, ou seja, para quantificar
misturas proteicas de multiplas complexidades e origens, foram analisadas oito
amostras de diferentes procedéncias para verificar a precisao e acuracia do FI-
HRMS comparada com técnicas de uso rotineiro para dosagem de proteinas e
peptideos, inclusive com o resultado das analises de aminoacidos por
cromatografia de troca-ibnica, tradicionalmente considerado o método padréo
para quantificacao de proteinas. Os dados apresentados foram colhidos de

analises em triplicatas.
-BCA

A Tabela 11 apresenta os resultados das quantificacbes das amostras

proteicas preparadas, utilizando o BCA.

Tabela 11: Quantificacdo de amostras proteicas utilizando o BCA.

Meédia(mg
Amostras proteicas /mL) DP CV(%)
BSA 2,19 0,03 1,21
Soro de rato 4,59 0,24 5,13
Extrato de Saccharomyces

- 3,46 0,05 1,43

cerevisiae
Extrato de folha de Jatropha

7,34 0,16 2,20
curcas
Amostras digeridas (peptideos
tripticos)
BSA 1,25 0,03 2,57
Soro de rato 1,05 0,02 1,94
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Extrato de Saccharomyces
" 0,55 0,01 1,68
cerevisiae

Extrato de folha de Jatropha
1,88 0,12 6,29
curcas

-Absorvancia em 280 nm

Na Tabela 12 sdao mostrados os resultados das quantificacbes das

amostras utilizando absor¢do em 280 nm.

Tabela 12: Quantificagdo de amostras proteicas utilizando absorgdo em 280 nm.

Média(mg
Amostras proteicas /mL) DP CV(%)
BSA 2,17 0,04 1,80
Soro de rato 10,64 0,08 0,76
Extrato de  Saccharomyces

. 75,68 1,41 1,87

cerevisiae
Extrato de folha de Jatropha

132,06 0,23 0,17
curcas
Amostras digeridas (peptideos
tripticos)
BSA 1,22 0,02 1,32
Soro de rato 1,31 0,01 0,64
Extrato de  Saccharomyces

. 2,11 0,01 0,53

cerevisiae
Extraton de folha de Jatropha

3,33 0,03 0,90
curcas
-Bradford

A Tabela 13 relaciona os resultados das quantificagdes por Bradford.

Tabela 13: Resultados da quantificagdo de amostras proteicas utilizando o método de Bradford.

Amostras proteicas Média(mg/mL) DP CV(%)
BSA 1,82 0,26 14,03
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Soro de rato 3,57 0,47 13,19

Extrato de  Saccharomyces
- 3,47 0,10 2,88
cerevisiae

Extrato de folha de Jatropha
3,64 0,12 3,24
curcas

Amostras digeridas (peptideos

tripticos)
BSA 0,52 0,04 7,49
Soro de rato 0,48 0,03 6,23
Extrato de  Saccharomyces

0,18 0,01 6,28
cerevisiae
Extrato de folha de Jatropha

0,39 0,04 10,35
curcas
-Qubit

Na Tabela 14 estao relatados os resultados das quantificacdes das

amostras proteicas preparadas utilizando o método Qubit.

Tabela 14: Quantificacdo de amostras proteicas utilizando o Qubit.

Amostras proteicas Média(mg /mL) DP CV(%)
BSA 2,75 0,03 1,11
Soro de rato 4,15 0,01 0,28
Extrato de Saccharomyces

3,92 0,17 4,36
cerevisiae
Extrato de folha de Jatropha

2,07 0,01 0,48
curcas
Amostras digeridas (peptideos
tripticos)
BSA 1,11 0,07 6,37
Soro de rato 0,81 0,04 5,25
Extrato de Saccharomyces

- 0,45 0,00 0,31

cerevisiae
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Extrato de folha de Jatropha
0,96

curcas

0,04

3,82

-Método de Stein & Moore, analise de aminoacidos por cromatografia de

troca-ibnica

A Tabela 15 lista os resultados das quantificacbes das proteinas e

peptideos nas diferentes amostras por analise padrdo convencional de

aminoacidos.

Tabela 15: Quantificacdo de amostras proteicas utilizando analise de aminoacidos.

Meédia(mg
Amostras proteicas /mL) DP CV(%)
BSA 2,08 0,06 2,90
Soro de rato 5,90 0,38 6,50
Extrato de  Saccharomyces
cerevisiae 7,49 1,72 23,0
Extrato de folha de Jatropha
curcas 2,07 0,19 9,30
Amostras digeridas (peptideos
tripticos)
BSA 0,98 0,05 5,00
Soro de rato 0,74 0,17 23,7
Extrato de  Saccharomyces
cerevisiae 0,86 0,09 11,00
Extrato de folha de Jatropha
curcas 0,43 0,03 5,90
-FI-HRMS

Na Tabela 16 podem ser observados os resultados das quantificagdes das

amostras utilizando o método desenvolvido neste trabalho. Os dados brutos das

analises podem ser encontrados no Anexo C.

82



Tabela 16: Quantificagdo de amostras de proteinas e peptideos utilizando o método desenvolvido
no presente trabalho.

Meédia(mg
Amostras proteicas /mL) DP CV(%)
BSA 2,23 0,06 2,60
Soro de rato 6,23 0,60 9,60
Extrato de  Saccharomyces
cerevisiae 6,89 0,10 1,50
Extrato de folha de Jatropha 1.96
curcas 0,07 3,80
Amostras digeridas (peptideos
tripticos)
BSA 1,15 0,11 9,40
Soro de rato 0,87 0,06 7,88
Extrato de  Saccharomyces
cerevisiae 0,82 0,05 6,50
Extrato de folha de Jatropha
curcas 0,49 0,02 3,60

As amostras foram selecionadas com objetivo de verificar se 0 método
desenvolvido quantifica proteinas purificadas, como no caso da BSA e misturas
proteicas complexas de diferentes fontes (fluidos, células e tecidos vegetais) e
espécies e reinos (Bos taurus, Saccharomyces cerevisiae, Jatropha curcas e
Homo sapiens). Além das amostras integras, seus peptideos tripticos também
foram analisados, na tentativa de demonstrar que o método pode ser uma boa
op¢ao para a area protedbmica que se ressente da falta de uma quantificacao
acurada para normalizar grupos de amostras. Paralelamente, foram comparados
os resultados entre as diferentes técnicas usuais de dosagem de proteinas. Os
resultados das analises com todas as metodologias estdo resumidos na Tabela
17.
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Em geral os métodos espectrofotométricos de determinagao de proteinas
sao frequentemente afetados por interferentes presentes em amostras
complexas. Eles podem modificar a absorvancia dos grupamentos croméforos
das proteinas interferindo na medida podendo super- ou subestimar o resultado.
Esses métodos sdo considerados de quantificagdes indiretas, pois a
quantificacao proteica é feita em relacdo a um valor de BSA usado como padrao.
Os resultados sao dados em unidades de quantidade relativa de BSA. O unico
método de quantificagao direta € por analise de aminoacidos (com base apenas
em residuos de aminoacidos e onde substancias interferentes ndo afetam os
resultados). Este foi o método de referéncia utilizado neste estudo de acordo
com a literatura e as recomendacdes da Organizacao das Nagdes Unidas para
Agricultura e Alimentagcao (FAO) sobre a determinagao de proteinas (MAHRE
et al, 2018; MACLEAN et al, 2013).

Tabela 17: Resultados das quantificagbes das amostras por diferentes métodos.

Métodos de quantificacdo (mg /mL)

uv

280 Qubit BCA Bradford o
Amostras proteicas nm tradicional - HRMS
BSA 217 2,75 219 1,82 2,08 2,23
Soro de rato 10,6 4,15 459 3,57 5,90 6,23
Extrato de
Saccharomyces 75,7 3,92 3,46 3,47 7,49 6,89
cerevisiae
Extrato de folha de
Jatropha curcas 132,1 2,07 7,34 3,64 2,07 1,96
Amostras digeridas
(peptideos tripticos)
BSA 1,22 1,11 125 0,52 0,98 1,15
Soro de rato 1,31 081 1,05 0,48 0,85 0,90
Extrato de
Saccharomyces 211 045 055 0,18 0,43 0,49
cerevisiae
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Extrato de folha de

3,33 09 1,88 0,39 0,86 0,82
Jatropha curcas

As quantificagbes utilizando absorgdo a 280 nm apresentam resultados
semelhantes ao do método ouro somente para andlise de BSA integra e digerida;
para as demais amostras que possuem uma maior complexidade os resultados
foram superiores, chegando em alguns casos a 60 vezes maiores que o método
ouro, desaconselhando o seu uso para a quantificacdo de misturas complexas.
Para proteinas purificadas, desde que conhecido o seu coeficiente de extingao
molar, a absorcdo a 280 nm € uma técnica acurada, além de ser o mais rapido,
barato e ndo destrutivo de amostra de todos os métodos utilizados neste
trabalho. Resultados superestimados vém de interferentes, como por exemplo
DNA, RNA e acidos nucleicos (NOBLE et al, 2009), que absorvem em 280 nm,
ou em comprimentos de onda proximos, presente em amostras com alta

complexidade, como no extrato de levedura e soro de rato.

Para as analises utilizando o método de Bradford, os resultados obtidos
foram muito divergentes dos do método ouro, exceto pelos dados da BSA.
Interessante € que os resultados de todas amostras digeridas apresentaram
recuperagao entre 40-60% menor que o método ouro. Apesar de néo
concordarem com o método ouro a diferenca nos resultados € menor que a

absorgdo em 280 nm.

Ja para as analises com BCA, os resultados foram mais préximos ao
método ouro que o Bradford e a absor¢ao a 280 nm, exceto para as proteinas
de extrato de folhas, onde foram 40% maiores tanto na amostra integra como na
digerida. Para as amostras de soro de rato e Saccharomyces cerevisiae, 0
resultado ficou cerca de 40% menor que o obtido no método ouro. As demais

amostras apresentaram resultados préximos.

O método de Qubit apresentou resultados préximos aos do método de
AAA para as analises das amostras digeridas. J& nas amostras integras para
BSA, apresentou um valor 30% acima do valor de referéncia. Para o soro de rato

o resultado foi cerca de 30% menor do que o obtido no método ouro; para o
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extrato de levedura a recuperagéo foi menor que 50%, apresentando somente

resultado concordante para a analise de folha.

As Figuras 17 e 18 comparam os resultados obtidos pela AAA classica e
pela técnica desenvolvida neste trabalho. E possivel observar que os resultados
sdo proximos para todas as amostras confirmando a viabilidade da técnica. Em
resumo, o método analitico desenvolvido neste trabalho para a analise
guantitativa de acidos aminados, peptideos e proteinas por espectrometria de
massa apresentou melhores resultados quando comparado ao padrao ouro que

outras técnicas usuais de dosagem de proteinas.

Em relacdo aos métodos de anadlise de aminoacidos convencional e
métodos baseados em LC e CG as maiores vantagens do método desenvolvido
sdo o tempo de aquisicdo de dados/ resultados e a nao necessidade de
modificagdo quimica para a detecgcao dos aminoacidos. No método desenvolvido
uma amostra é analisada em 2 minutos, ndo sendo necessaria uma corrida
cromatografica que pode chegar a 60 minutos por amostra. Ja as desvantagens
da derivatizagdo sdo a adicdo de mais uma etapa de preparo, aumentando seu
tempo, dependendo da derivatizacdo utilizada, a geracdo de compostos
instaveis que podem criar desvios no processo de quantificacdo (Kaspar et al,
2008; ZAIKIN e HALKET, 2009).

Assim, o FI-HRMS se mostrou um método rapido, robusto, comparavel ao
método classico por anadlise de aminoacidos em acuracia, reprodutibilidade além

de apresentar um menor limite de quantificacao.
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Amostras proteicas - Comparacao FI-HRMS e AAA
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Figura 1247: Comparacao dos resultados de quantificagdo das amostras por
AAA convencional e FI-HRMS.

Amostras digeridas (peptideos tripticos)- Comparacao Fl-
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Figura 18: Comparagéo dos resultados de quantificagdo das amostras digeridas
— peptideos tripticos - entre AAA convencional e FI-HRMS.
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6 Conclusao

Foi desenvolvida e otimizada a parte experimental de quantificacdo
utilizando a espectrometria de massas aliada a um sistema de infusdo em fluxo
(FI-HRMS). O método passou nos testes de validagdo para todos os
aminoacidos componentes das proteinas. Desafios como a supressao ibnica
foram superados através do uso de fase mével sem acido e o uso do Target-SIM
como método de aquisicdo de dados, além do uso de padrdes internos
isotopicamente marcados que levaram a uma excelente reprodutibilidade nos

resultados.

O FI-HRMS para analise de acidos aminados e quantificacdo de
peptideos e proteinas foi validado quanto a precisédo e acuracia inferior a 10% e
limite de quantificacdo dez vezes menor que o método ouro de analise de
aminoacidos. O método foi eficiente na quantificacdo de amostras de diferentes
complexidades, desde proteinas purificadas como BSA até misturas complexas,
como extrato de levedura e soro de rato. Os resultados das quantificacdes por
FI-HRMS superaram as quantificagdes colorimétricas e por absorvancia e foram
comparaveis ao método classico de AAA, indicando que que ela é uma

alternativa confiavel e robusta a AAA classica.

88



7 Referéncias bibliografica

AOAC International., Official methods of analysis of AOAC International, in
Guidelines for Standard Method Performance Requirements (Appendix F).
Gaithersburg: AOAC International, 2012.

BAJAD, S. U., LU, W., KIMBALL, E. H.,, YUAN, J., PETERSON, C., &
RABINOWITZ, J. D. Separation and quantitation of water soluble cellular
metabolites by hydrophilic interaction chromatography-tandem mass

spectrometry. Journal of chromatography A, 7725(1), 76-88, 2006.

BARDELMEIJER, H. A. et al. Derivatization in capillary electrophoresis. Journal
of chromatography A, v. 807, n. 1, p. 3-26, 1998.

BARRERA, N. P. ROBINSON C. V. Advances in the Mass Spectrometry of
Membrane Proteins: From Individual Proteins to Intact Complexes. Annual
Review of Biochemistry. 80: 247-71, 2011.

BENSON, James R.; HARE, P. E. O-phthalaldehyde: fluorogenic detection of
primary amines in the picomole range. Comparison with fluorescamine and
ninhydrin. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 72, n. 2, p.
619-622, 1975.

BIDLINGMEYER, Brian A.; COHEN, Steven A.; TARVIN, Thomas L. Rapid
analysis of amino acids using pre-column derivatization. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, v. 336, n. 1, p.
93-104, 1984.

BRADFORD, Marion M. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye
binding. Analytical biochemistry, v. 72, n. 1-2, p. 248-254, 1976.

89



BRUNO, C. et al. Validation of amino-acids measurement in dried blood spot by
FIA-MS/MS for PKU management. Clinical biochemistry, v. 49, n. 13-14, p.
1047-1050, 2016.

CARRAWAY, K.L. AND KOSHLAND, D.E. Carbodiimide modification of
proteins. In Methods in Enzymology, Vol. 25. (C.H.W. Hirs, ed.) pp. 616-623.
Academic Press, New York, 1972.

COHEN, Steven A.; MICHAUD, Dennis P. Synthesis of a fluorescent derivatizing
reagent, 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate, and its application
for the analysis of hydrolysate amino acids via high-performance liquid

chromatography. Analytical biochemistry, v. 211, n. 2, p. 279-287, 1993.

COX, Jurgen; MANN, Matthias. Quantitative, high-resolution proteomics for data-
driven systems biology. Annual review of biochemistry, 80: 273-299, 2011

DARRAGH, A.J. AND MOUGHAN, P.J. The effect of hydrolysis time on amino
acid analysis. J. AOAC Int.88:888-893, 2005.

DARRAGH, A.J., GARRICK, D.J., MOUGHAN, P.J., AND HENDRIKS, W.H.
Correction for amino acid loss duringacid hydrolysis of a purified protein.
Anal. Biochem. 236:199, 1996.

DAVIES, Michael G.; THOMAS, Alan J. An investigation of hydrolytic techniques
for the amino acid analysis of foodstuffs. Journal of the Science of Food and
Agriculture, v. 24, n. 12, p. 1525-1540, 1973.

DAVIS, Bruce A.; DURDEN, DAVID A. A comparison of the gas chromatographic
and mass spectrometric properties of the pentafluoropropionyl and
heptafluorobutyryl derivatives of the methyl, trifluoroethyl, pentafluoropropyl and
hexafluoroisopropyl esters of twelve acidic metabolites of biogenic
amines. Biomedical & environmental mass spectrometry. 14.5: 197-206,
1987.

90



DAVIS, Lawrence C.; RADKE, Gary A. Measurement of protein using flow
injection analysis with bicinchoninic acid. Analytical biochemistry, v. 161, n. 1,
p. 152-156, 1987.

DE PERSON, Marine; CHAIMBAULT, Patrick; ELFAKIR, Claire. Analysis of
native amino acids by liquid chromatography/electrospray ionization mass
spectrometry: comparative study between two sources and interfaces. Journal
of mass spectrometry, 43.2: 204-215,2008.

EINARSSON, S.; JOSEFSSON, B.; LAGERKVIST, S. Determination of amino
acids with 9-fluorenylmethyl chloroformate and reversed-phase high-
performance liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 282, p.
609-618, 1983.

ELFAKIR, Claire. HPLC of amino acids without derivatization. In: Journal of

Chromatography Library. Elsevier, 2005. p. 120-136.

FAO/WHO. Protein Quality Evaluation: Report of a Joint FAO/WHO Expert
Consultation. Paper No. 51. Food and Agriculture Organization of the United
Nations, Rome, 1991.

FENN, John B. et al. Electrospray ionization for mass spectrometry of large
biomolecules. Science, v. 246, n. 4926, p. 64-71, 1989.

FERNANDEZ-ALBA, A. Chromatographic mass spectrometric food analysis for
the trace determination of pesticides residues. In: Comprehensive Analytical
Chemistry. The Netherlands: Elsevier, 2005.

FINLEY, JOHN W. Reducing variability in amino acid analysis. Digestibility and

amino acid availability in cereals and oilseeds, p. 15-30, 1985.

FITZGERALD, M. C.; SMITH, L. M. Mass spectrometry of nucleic acids: The
promise of matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) mass
spectrometry. Annual Review of Biophysics and Biomolecular Structure, v.
24, p. 117-140, 1995.

91



FOUNTOULAKIS, Michael; LAHM, Hans-Werner. Hydrolysis and amino acid
composition analysis of proteins. Journal of chromatography A, v. 826, n. 2, p.
109-134, 1998.

FRANCISCO JR, Wilmo E.; FRANCISCO, Welington. Proteinas: Hidrdlise,
precipitacdo e um tema para o ensino de Quimica. Quimica Nova na Escola,
200

GANONG, W. F.; Review of Medical Physiology; 172 edigao, Prentice-Hall Inc.;
San Francisco, 1995.

GARCIA, S. E.; BAXTER, J. H. Determination of tryptophan content in infant

formulas and medical nutritionals. Journal of AOAC International, 1992.

GEHRKE, C.W., WALL, L.L. SR., ABSHEER, J.S., KAISER, F.E., AND
ZUMWALT, R.W. Sample preparation for chromatography of amino acids. Acid
hydrolysis of proteins. J. AOAC. Int. 68:811-821, 1985.

GORNALL, Allan G.; BARDAWILL, Charles J.; DAVID, Maxima M. Determination
of serum proteins by means of the biuret reaction. Journal of biological
chemistry, v. 177, n. 2, p. 751-766, 1949.

GUITART, Ana; ORTE, Puri Hernandez; CACHO, Juan. Stability of phenyl
(thiocarbamoyl) amino acids and optimization of their separation by high-
performance liquid chromatography. Analyst, v. 116, n. 4, p. 399-403, 1991.

HANCZKO, R., JAMBOR, A., PERL, A., & MOLNAR-PERL, I. Advances in the o-
phthalaldehyde derivatizations: comeback to the o-phthalaldehyde—ethanethiol
reagent. Journal of Chromatography A, v. 1163, n. 1-2, p. 25-42, 2007.

HANCZKO, R., KOROS, A., TOTH, F., & MOLNAR-PERL, |. Behavior and
characteristics of biogenic amines, ornithine and lysine derivatized with the o-
phthalaldehyde—ethanethiol-fluorenylmethyl chloroformate reagent. Journal of
Chromatography A, v. 1087, n. 1-2, p. 210-222, 2005.

92



HIGBEE, Alan; WONG, Susan; HENZEL, William J. Automated sample
preparation using vapor-phase hydrolysis for amino acid analysis. Analytical
biochemistry, v. 318, n. 1, p. 155-158, 2003.

HAJRUP, Peter. Analysis of peptides and conjugates by amino acid analysis.
In: Peptide Antibodies. Humana Press, New York, NY,p. 65-76, 2015.

HSIEN, W. U. A NEW COLORIMETRIC METHOD FOR THE DETERMI. The
Journal of Biological Chemistry, v. 51, p. 33, 1922.

HUSEK, Petr. Chloroformates in gas chromatography as general purpose
derivatizing agents. Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and
Applications, 717.1-2: 57-91, 1998.

INMETRO. Orientagao sobre validacao de métodos analiticos. Disponivel
em: <http://www.inmetro.gov.br/Sidog/Arquivos/ CGCRE/DOQ/DOQ-CGCRE-
8 05.pdf>. Acessado em: 14 de dezembro de 2019. 2016.

ITZHAKI, Ruth F.; GILL, D. M. A micro-biuret method for estimating
proteins. Analytical biochemistry, v. 9, n. 4, p. 401-410, 1964.

JANSSEN, Peter SL et al. HPLC analysis of phenylthiocarbamyl (PTC) amino
acids. I. Evaluation and optimization of the procedure. Chromatographia, v. 22,
n. 7-12, p. 345-350, 1986.

JENZANO, Joyce W. et al. Comparison of five techniques for the determination
of protein content in mixed human saliva. Analytical biochemistry, v. 159, n. 2,
p. 370-376, 1986.

KARAS, M., BACHMANN, D., BAHR, U. AND HILLENKAMP, F. Matrix-assisted
ultraviolet laser desorption of non-volatile compounds. International journal

of mass spectrometry and ion processes, 78, pp.53-68, 1987.

KAREL, M.; LUND, D. B. Principles of food science. New York: Dekker, 1975.

93



KASPAR, H., DETTMER, K., GRONWALD, W., & OEFNER, P. J. Automated
GC-MS analysis of free amino acids in biological fluids. Journal of
Chromatography B, 870(2), 222-232, 2008.

KAUFMANN, Anton. Analytical performance of the various acquisition
modes in Orbitrap MS and MS/MS. Journal of mass spectrometry, v. 583, n. 8,
p. 725-738, 2018.

KAUFMANN, A. BROMIRSKI, M. Selecting the best Q Exactive Orbitrap mass

spectrometer scan mode for vyour application. Disponivel em: <

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CMD/Reference-Materials/wp-

65147-ms-g-exactive-orbitrap-scan-modes-wp65147-en.pdf> Acessado em:
19/12/2019.

KING, Bruce M. Glucocorticoids and hypothalamic obesity. Neuroscience &
Biobehavioral Reviews, v. 12, n. 1, p. 29-37, 1988.

KOROS, A.; VARGA, Z. S.; MOLNAR-PERL, |. Simultaneous analysis of amino
acids and amines as their o-phthalaldehyde-ethanethiol-9-fluorenylmethyl
chloroformate  derivatives in cheese by high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1203, n. 2, p. 146-152,
2008.

KRESGE, Nicole; SIMONI, Robert D.; HILL, Robert L. The most highly cited
paper in publishing history: Protein determination by Oliver H.
Lowry. Journal of Biological Chemistry, 280.28: e25-e25, 2005.

KROLL, Jirgen; RAWEL, H.; KROCK, Regina. Microwave digestion of
proteins. Zeitschrift fiir Lebensmitteluntersuchung und-Forschung A, v. 207,
n. 3, p. 202-206, 1998.

KUSTER, M.; LOPEZ DE ALDA, M.; BARCELO, D. Analysis of pesticides in
water by liquid chromatography-tandem mass spectrometric techniques. Mass
Spectrometry Reviews, v. 25, p. 900-916, 2006..

94



LOUWAGIE, M., KIEFFER-JAQUINOD, S., DUPIERRIS, V., COUTE, Y.,
BRULEY, C., GARIN, J., ... & BRUN, V. Introducing AAA-MS, a rapid and
sensitive method for amino acid analysis using isotope dilution and high-
resolution mass spectrometry. Journal of proteome research, 77(7), 3929-
3936, 2012.

LOWRY, Oliver H. et al. Protein measurement with the Folin phenol

reagent. Journal of biological chemistry, v. 193, p. 265-275, 1951.

LOZANOQV, Valentin; PETROV, Stefan; MITEV, Vanio. Simultaneous analysis of
amino acid and biogenic polyamines by high-performance liquid chromatography
after pre-column derivatization with  N-(9-fluorenylmethoxycarbonyloxy)
succinimide. Journal of Chromatography A, v. 1025, n. 2, p. 201-208, 2004.

MALMER, Marcia F.; SCHROEDER, Lauren Alfred. Amino acid anslysis by high-
performance liquid chromatography with methanesulfonic acid hydrolysis and 9-
fluorenylmethylchloroformate derivatization. Journal of Chromatography A, v.
514, p. 227-239, 1990.

MANGANQO, V., GERVASI, T., ROTONDO, A., DE PASQUALE, P., DUGO, G.,
MACRI, F., & SALVO, A. Protein hydrolysates from anchovy waste:
purification and chemical characterization. Natural product research, 1-8,
2019.

MARSHALL, Thomas; WILLIAMS, Katherine M. Coomassie blue protein dye-
binding assays measure formation of an insoluble protein-dye

complex. Analytical biochemistry, v. 204, n. 1, p. 107-109, 1992.

MACLEAN, William et al. Food energy—Methods of analysis and conversion
factors. In: Food and agriculture organization of the united nations technical

workshop report. 2003.

MCDONALD, J.L., KRUEGER, M.W., AND KELLER, J.H. Oxidation and
hydrolysis determination of sulfur amino acids in food and feed ingredients:
Collaborative study. J. Assoc. Off. Anal. Chem. 68:826-829, 1985.

MCDONALD, Peter. Animal nutrition. Pearson education, 2002.

95



MCKNIGHT, R. E., Gleason, A. B., Keyes, J. A., & Sahabi, S. Binding mode and
affinity studies of DNA-binding agents using topoisomerase | DNA
unwinding assay. Bioorganic & medicinal chemistry letters, 17(4), 1013-1017,
2007.

MELTZER, Noel M. et al. Gas-phase hydrolysis of proteins and
peptides. Analytical biochemistry, v. 160, n. 2, p. 356-361, 1987.

MIRGORODSKAYA, O. A., KORNER, R., NOVIKOV, A., & ROEPSTORFF, P.
Absolute quantitation of proteins by a combination of acid hydrolysis and matrix-
assisted laser  desorption/ionization @ mass  spectrometry. Analytical
chemistry, 76(13), 3569-3575, 2004.

MOLNAR-PERL, |.; KHALIFA, M. Tryptophan analysis simultaneously with other
amino acids in gas phase hydrochloric acid hydrolyzates using the Pico-Tag TM
Work Station. Chromatographia, v. 36, n. 1, p. 43-46, 1993.

MOLNAR-PERL, Ibolya. Tryptophan analysis in peptides and proteins, mainly by
liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 763, n. 1-2, p. 1-10,
1997.

MOORE, Stanford; STEIN, Wiliam H. Chromatography of amino acids on
sulfonated polystyrene resins. Journal of Biological Chemistry, v. 192, n. 2, p.
663-681, 1951.

MOORE, Stanford; SPACKMAN, Darrel H.; STEIN, Wiliam H. Automatic
recording apparatus for use in the chromatography of amino acids. In: Federation
proceedings. 1958. p. 1107-1115.

MURAMOTO, Koji; KAMIYA, Hisao. Recovery of tryptophan in peptides and
proteins by high-temperature and short-term acid hydrolysis in the presence of
phenol. Analytical biochemistry, v. 189, n. 2, p. 223-230, 1990.

MAHRE, Hanne K. et al. Protein determination—method matters. Foods, v. 7, n.
1, p. 5, 2018.

96



NELSON, David L.; COX, Michael M. Principios de Bioquimica de Lehninger-7.
Artmed Editora, 2018.

NG, L. T.; PASCAUD, A.; PASCAUD, M. Hydrochloric acid hydrolysis of proteins
and determination of tryptophan by reversed-phase high-performance liquid

chromatography. Analytical biochemistry, v. 167, n. 1, p. 47-52, 1987.

NIESSEN, W. M. A.; TINKE, A. P. Liquid chromatography mass spectrometry
general principles and instrumentation. Journal of Chromatography A, v. 703, p.
37-57, 1995.

NINFA, Alexander J.; BALLOU, David P.; PARSONS, Marilee Benore
Parsons. Fundamental laboratory approaches for biochemistry and

biotechnology. Wiley, 2010.

NOBLE, James E.; BAILEY, Marc JA. Quantitation of protein. In: Methods in
enzymology. Academic Press, 2009. p. 73-95.

OLIVEIRA, Elcio Cruz de et al . Internal standard versus external standard
calibration: an uncertainty case study of a liquid chromatography analysis. Quim.
Nova, S&o Paulo , v. 33, n. 4, p. 984-987, 2010 .  Available from
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422010000400041&Ing=en&nrm=iso>. access on 11 Jan. 2020.
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-40422010000400041.

OZOLS, J. Amino acid analysis. Methods Enzymol. 182:587-601, 1990.

PICKERING, Michael V.; NEWTON, Paul. Amino acid hydrolysis: Old
problems, new solutions. Lc Gc, 8.10: 778-781,1990.

PIRAUD, M., VIANEY-SABAN, C., BOURDIN, C., ACQUAVIVA-BOURDAIN, C.,
BOYER, S., ELFAKIR, C., & BOUCHU, D. A new reversed-phase liquid
chromatographic/tandem mass spectrometric method for analysis of
underivatised amino acids: evaluation for the diagnosis and the management of
inherited disorders of amino acid metabolism. Rapid Communications in Mass

Spectrometry: An International Journal Devoted to the Rapid Dissemination

97



of Up-to-the-Minute Research in Mass Spectrometry, 719(22), 3287-3297,
2005.

ROBBINS, Charles. Wildlife feeding and nutrition. Elsevier, 2012.

ROTH, Marc; HAMPAI, Ayoub. Column chromatography of amino acids with
fluorescence detection. Journal of Chromatography A, v. 83, p. 353-356, 1973.

ROWAN, A.M., MOUGHAN, P.J., AND WILSON, M.N. Effect of hydrolysis time
on the determination of the amino acid composition of diet, ileal digesta, and
feces samples and on the determination of dietary amino acid digestibility
coefficients. J. Agric. Food Chem. 40:981-985, 1992.

RUTHERFURD, S. M., & GILANI, G. S. Amino Acid Analysis. Current Protocols
in Protein Science, 11.9.1-71.9.37, 2009.

RUTHERFURD, Shane M. Accurate determination of the amino acid content of
selected feedstuffs. International journal of food sciences and nutrition, v.
60, n. sup7, p. 53-62, 2009.

SCHIESEL, Simone; LAMMERHOFER, Michael; LINDNER, Wolfgang.
Multitarget quantitative metabolic profiling of hydrophilic metabolites in
fermentation broths of [p-lactam antibiotics production by HILIC-ESI-
MS/MS. Analytical and bioanalytical chemistry, 396.5: 1655-1679, 2010.

SCHWEITZER, Claude; SCAIANO, J. C. Selective binding and local
photophysics of the fluorescent cyanine dye PicoGreen in double-stranded and
single-stranded DNA. Physical Chemistry Chemical Physics, v. 5, n. 21, p.
4911-4917, 2003.

SHINDO, Noriko et al. Identification of multidrug resistant protein 1 of mouse
leukemia P388 cells on a PVDF membrane using 6-aminoquinolyl-carbamyl
(AQC)-amino acid analysis and World Wide Web (WWW)-accessible
tools. Analytical biochemistry, v. 264, n. 2, p. 251-258, 1998.

SMITH, Joel T. Developments in amino acid analysis using capillary
electrophoresis. Electrophoresis, v. 18, n. 12-13, p. 2377-2392, 1997.

98



SMITH, Paul K. et al. Measurement of protein using bicinchoninic
acid. Analytical biochemistry, v. 150, n. 1, p. 76-85, 1985.

SOBY, L.M. AND JOHNSON, P. Determination of asparagine and glutamine
in polypeptides using bis(1,1-trifluoroacetoxy)iodobenzene. Anal. Biochem.
113:149-153, 1981.

SOJO, Luis E.; LUM, Gina; CHEE, Priscilla. Internal standard signal suppression
by co-eluting analyte in isotope dilution LC-ESI-MS. Analyst, 128.1: 51-54. 6, 24
12-16, 2003.

STEIN, W. H., & MOORE, S. The free amino acids of human blood plasma. J
Biol Chem, 211(2), 915-926, 1954.

STOSCHECK, C. M. Methods in Enzymology. Guide to Protein Purification,
, 182: 50-68, 1990.

THERMO FISCHER SCIENTIFIC. Qubit Flourometric Quantification. Disponivel
em:< https://www.thermofisher.com/br/en/home/industrial/spectroscopy-
elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/fluorometers/qubit.html>.
Acessado em:23/12/2019.

THERMO SCIENTIFIC. Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit. Disponivel
em:< https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MAN0011181_Coomassie_Bradford_Protein_Asy UG.pdf
>. Acessado em: 01/01/2020.

THERMO SCIENTIFIC. Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Disponivel em:<
http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0O011430_ Pierce BCA P
rotein_Asy_ UG.pdf>. Acessado em: 01/01/2020.

THERMO SCIENTIFIC. Qubit® Protein Assay Kits. Disponivel em:<
https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/Qubit_Protein_Assay UG.pdf>. Acessado em:
01/01/2020.

99



TOWER, D.B. Enzymatic determination of glutamine and asparagine. In
Methods in Enzymology, Vol.11 (C.H.W. Hirs, ed.) pp. 77-93. Academic Press,
New York, 1967.

VAN BRAMER, S. E. An introduction to mass spectrometry. Department of
Chemistry, Widener University, Chester, PA, 1998.

VAN DER WAL, Lennart; DEMMERS, Jeroen AA. Quantitative mass
spectrometry-based proteomics. Recent Advances in Proteomics Research,
p. 1, 2015.

VAN NOORDEN, Richard; MAHER, Brendan; NUZZO, Regina. The top 100
papers. Nature News, 514.7524: 550, 2014.

VASCONCELOQOS, E. A. R. et al. Protein Extraction From Cowpea Tissues for 2-
D Gel Electrophoresis and MS Protein Extraction From Cowpea Tissues for 2-D
Gel Electrophoresis and MS Analysis. Chromatographia, v. 62, n. 7, p. 447-
450, 2005

WATERS. The Pico Tag method: the method for amino acid analysis. <
https://www.waters.com/waters/library.htm?locale=en_US&lid=1524232>.
Acessado em: 24/12/2019

WATSON, J. T.; SPARKMAN, O. D. Introduction to mass spectrometry:
instrumentation, applications and strategies for data interpretation. England:
Wiley, 200

WEISS, M., MANNEBERG, M., JURANVILLE, J-F., LAHM, H-W., AND
FOUNTOULAKIS, M. Effect of the hydrolysismethod on the determination of the
amino acid composition of proteins. J. Chromatogr. A 795:263-275, 1998.

Wilcox, P.E. Determination of amide residues by chemical analysis. In
Methods in Enzymology, Vol.11 (C.H.W. Hirs ed.) pp. 63-76. Academic Press,
New York, 1967.

WILLIAMS, B. J. CAMERON, C. J., WORKMAN, R., BROECKLING, C. D.,
SUMNER, L. W., & SMITH, J. T. Amino acid profiling in plant cell cultures: An

100



inter-laboratory comparison of CE-MS and GC-MS. Electrophoresis, v. 28, n. 9,
p. 1371-1379, 2007.

YAMADA, Hirofumi; MORIYA, Hiroshi; TSUGITA, Akira. Development of an acid
hydrolysis method with high recoveries of tryptophan and cysteine for

microquantities of protein. Analytical biochemistry, v. 198, n. 1, p. 1-5, 1991.

YEUNG, Ken K.-C.; LUCY, Charles A. Ultrahigh-resolution capillary
electrophoretic separation with indirect ultraviolet detection: Isotopic separation
of [14N]-and [15N] ammonium. ELECTROPHORESIS: An International
Journal, v. 20, n. 12, p. 2554-2559, 1999.

ZAIA, Dimas A. M.; ZAIA, Cassia Thais B. V.; LICHTIG, Jaim. Determinacao de
proteinas totais via espectrofometria: vantagens e desvantagens dos métodos
existentes. Quim. Nova, Sao Paulo, v.21,n. 6, p. 787-793, Nov. 1998.

ZAIKIN, Vladimir; HALKET, John M. A handbook of derivatives for mass
spectrometry. IM publications, 2009.

ZUMWALT, Robert W.; ROACH, Don; GEHRKE, Charles W. Gas—liquid
chromatography of amino acids in biological susbtances. Journal of
Chromatography A, 53.2: 171-194, 1970.

101



Anexo A: Curvas de validagédo da quantificacdo dos aminoacidos
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Histidina
Y = 1.876eDX + 1.42e0; R*2: 0.9977; Origin: Ignore; W: Equal; Height

Glutamico
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Prolina Metionina
Y = 1.857e0X + 3.066e-1, RA2: 0.9987, Origin: Ignore; W: Equal; Area Y = 5.096e0X - 5.645e-1; R*2: 0.9971; Origin: Ignore; W: Equal; Area
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Valina Serina
Y = 1.709e0X + 2.508e-1; RA2: 0.9992; Origin: Ignore; W: Equal; Area Y = 1.792e0X + 3.438e-1; R*2: 0.9995; Origin: Ignore; W: Equal; Area
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Anexo B: Dados Brutos da validacéo

Vial Pos Drawer 1:Slot1:14

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:13

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Response

13949668
15540965
3816331
2094216
32279787
2839766
12297883
4820359
2,09E+09
5,03E+08
1,1E+08
9,26E+08
1,06E+08
3,45E+08
2,49E+08
8,57E+08

File Name

Curve Type

AA Report
LOD 0,2 2
Average RF/
Resgonse ISTD Height Cal(gx;?‘t:d
Ratio
Linear 2,719 5130132 1,46
Linear 1,424 10909779 0,753
Linear 0,125 30470443 1,007
Linear 1,486 1409433 0,368
Linear 1,67 19326131 0,909
Linear 1,093 2597570 0,625
Linear 2,934 4190898 2,52
Linear 0,661 7291760 0,427
Linear 2,255 28599800 2,383
Linear 2,053 6261912 1,828
Linear 0,886 3403151 0,244
Linear 2,052 11627250 1,058
Linear 1,67 1660480 0,868
Linear 1,162 8351844 0,651
Linear 2,013 3403151 1,061
Linear 2,144 11689269 1,165
AA Report
File Name LOD_0,2_1

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid

Massa total(ug)

71,08
156,19
115,09
214,28
147,18

57,05
129,12
137,14
113,16
128,17
131,19

97,12

87,08
163,18
101,11

99,13

masa(ug)

0,0104
0,0118
0,0116
0,0079
0,0134
0,0036
0,0325
0,0059
0,0270
0,0234
0,0032
0,0103
0,0076
0,0106
0,0107
0,0115

0,201

(%)

5,16
5,84
5,76
3,92
6,65
1,77
16,17
2,91
13,40
11,64
1,59
5,10
3,76
5,28
5,33
5,74
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Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:16

Target Compounds

Alanina

Arginina

Aspartico

Cistina
Fenilalanina
Glicina

Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz

Response

12787816
12258826
2997675
1649971
31000710
2667446
11228300
5007160
1,99E+09
4,45E+08
1,07E+08
9,25E+08
97546551
3,2E+08
2,45E+08
8,13E+08

Response

12332978
11818497
2963373
1944185
29776505
2537071
10430345
5091685
1,89E+09

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
2,754 4642773
1,367 8966857
0,107 28020171
1,438 1147616
1,673 18532913
1,104 2417057
2,922 3843204
0,825 6066292
2,308 26113873
2,075 5407931
0,881 3302107
2,143 10539160
1,723 1519566
1,186 7791371
2,021 3302107
2,129 10905424
AA Report
LOD_0,2_3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
2,655 4645049
1,355 8724712
0,107 27622044
1,816 1070318
1,64 18157870
1,067 2377023
2,855 3653018
0,881 5780114
2,231 25606193

Calculated
Conc

1,478
0,723
0,841
0,356
0,91

0,631
2,509
0,494
2,436
1,846
0,243
1,102
0,895
0,663
1,065
1,157

Calculated
Conc

1,427
0,717
0,843
0,448
0,892
0,612
2,453
0,517
2,36

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0105

156,19 0,0113

115,09 0,0097

214,28 0,0076

147,18 0,0134

57,05 0,0036

129,12 0,0324

137,14 0,0068

113,16 0,0276

128,17 0,0237

131,19 0,0032

97,12 0,0107

87,08 0,0078

163,18 0,0108

101,11 0,0108

99,13 0,0115

Massa total(ug) 0,201
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0101

156,19 0,0112

115,09 0,0097

214,28 0,0096

147,18 0,0131

57,05 0,0035

129,12 0,0317

137,14 0,0071

113,16 0,0267

(%)

5,22
5,61
4,81
3,79
6,66
1,79
16,10
3,37
13,70
11,76
1,58
5,32
3,87
5,38
5,35
5,70



Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:9

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina

147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz

4,4E+08
98804770
9,09E+08
92403526
2,89E+08
2,37E+08
7,79E+08

Response

7562629
12085628
2012535
1269952
17936081
1760582
6532806
3372513

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

2,039 5339535
0,828 3151588
1,987 11203559
1,618 1481337
1,115 7301558
1,984 3151588
2,076 10745715
AA Report
LOD_0,1_1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
1,408 5370518
1,175 10285908
0,063 32059350
1,014 1252090
0,884 20292093
0,677 2599742
1,598 4087702
0,468 7208967

1,815
0,234
1,027
0,842
0,626
1,046
1,129

Calculated
Conc

0,784
0,625
0,437
0,254
0,484
0,403
1,388
0,349

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

128,17
131,19
97,12
87,08
163,18
101,11
99,13

0,0233
0,0031
0,0100
0,0073
0,0102
0,0106
0,0112

Massa total(ug)

0,198

Mass of aminoacid

71,08
156,19
115,09
214,28
147,18

57,05
129,12
137,14

11,73
1,55
5,03
3,70
5,15
5,33
5,64

masa(ug)

0,0056
0,0098
0,0050
0,0054
0,0071
0,0023
0,0179
0,0048

108

(%)

4,88
8,54
4,40
4,76
6,23
2,01

15,68
4,19



Leucina/lsoleucina
Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Tirosina

Treonina

Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:10

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina

132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz

1,07E+09

2,5E+08
34033728
4,71E+08
56623292
1,75E+08

1,3E+08
4,57E+08

Response

7393453
7721002
1612506
1273988
19253989
1615681
6052330
3461240
1,09E+09
2,63E+08
39665811
5,4E+08
61035100
1,62E+08

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

1,185 28230313
1,077 6166847
0,273 3560988
0,961 14391216
0,901 1673603
0,607 8455989
1,041 3560988
1,103 12524375
AA Report
LOD_0,1_2
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

1,417 5217248
0,766 10079132
0,05 32027174

0,98 1299994

0,88 21877266
0,583 2770262
1,566 3864587
0,48 7217762
1,173 28719640
1,095 6348841
0,285 3913685
0,886 17771776
0,92 1759661
0,577 8241174

1,325
0,973
0,139
0,533
0,477
0,356
0,562
0,627

Calculated
Conc

0,789
0,417
0,323
0,245
0,481
0,353
1,361
0,354
1,314
0,988
0,141
0,496
0,487
0,34

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

113,16 0,0150
128,17 0,0125
131,19 0,0018
97,12 0,0052
87,08 0,0042
163,18 0,0058
101,11 0,0057
99,13 0,0062
Massa total(ug) 0,114
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0056
156,19 0,0065
115,09 0,0037
214,28 0,0052
147,18 0,0071
57,05 0,0020
129,12 0,0176
137,14 0,0049
113,16 0,0149
128,17 0,0127
131,19 0,0018
97,12 0,0048
87,08 0,0042
163,18 0,0055
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13,12
10,91
1,60
4,53
3,64
5,08
4,97
5,44



Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:11

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:2

120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

1,45E+08
4,64E+08

Response

6495067
6523121
1465632
716398
15880797
1308637
5317698
2999228
9,11E+08
2,2E+08
46430457
4,47E+08
47088137
1,46E+08
1,14E+08
4,12E+08

Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Average RF/

1,044 3913685
1,081 12704280
AA Report
LOD_0,1_3
Response ISTD Height
Ratio

1,337 4856805
0,692 9432608
0,053 27559537
0,703 1019100

0,81 19594379
0,577 2268150
1,474 3608248
0,497 6032525
1,077 25806654
1,016 5433303
0,393 3166007
0,914 12616098
0,861 1401311
0,555 7417018
0,963 3166007
1,063 11356595

AA Report
P1

0,563
0,615

Calculated
Conc

0,748
0,379
0,349
0,178
0,444
0,35
1,282
0,361
1,219
0,919
0,159
0,51

0,457
0,328
0,522
0,606

nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

101,11 0,0057
99,13 0,0061
Massa total(ug) 0,108 |
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0053

156,19 0,0059

115,09 0,0040

214,28 0,0038

147,18 0,0065

57,05 0,0020

129,12 0,0166

137,14 0,0050

113,16 0,0138

128,17 0,0118

131,19 0,0021

97,12 0,0050

87,08 0,0040

163,18 0,0054

101,11 0,0053

99,13 0,0060

Massa total(ug) 0,102
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Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:2

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz

Response

2893211
3625082
640200
660355
7325595
1769870
1396312
24587097
3,22E+08
55274911
1,35E+08
1,92E+08
53344962
95122579
58029433
1,51E+08

Response

2487853
3469028

594951

569968
6617118
1744996
1311429

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
0,271 10678684
0,19 19118076
0,01 63244790
0,205 3215478
0,207 35459966
0,282 6286174
0,129 10837573
1,887 13027731
0,203 59385892
0,135 13428439
0,54 9309707
0,245 30173182
0,369 5248948
0,2 16984344
0,233 9309707
0,219 25498168
AA Report
P1_INJOO1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

0,274 9074985
0,202 17193003
0,012 50680837
0,2 2852798
0,219 30146820
0,309 5655080
0,137 9576756

Calculated
Conc

-0,019
-0,022
-0,465
-0,005
-0,016
0,024

0,102

0,249
0,039
0,065
0,217
-0,033
0,011

0,014
0,038
-0,018

Calculated
Conc

-0,017
-0,015
-0,445
-0,006
-0,008
0,04
0,109

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 -0,0001

156,19 -0,0003

115,09 -0,0054

214,28 -0,0001

147,18 -0,0002

57,05 0,0001

129,12 0,0013

137,14 0,0034

113,16 0,0004

128,17 0,0008

131,19 0,0028

97,12 -0,0003

87,08 0,0001

163,18 0,0002

101,11 0,0004

99,13 -0,0002

Massa total(ug) 0,003
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 -0,0001

156,19 -0,0002

115,09 -0,0051

214,28 -0,0001

147,18 -0,0001

57,05 0,0002

129,12 0,0014

111

(%)

-4,46
11,35
-176,83
-3,54
7,78
4,52
43,52
112,83
14,58
27,53
94,06
-10,59
3,16
7,55
12,70
-5,90

(%)

-4,04
7,82
-171,04
-4,29
-3,93
7,62
47,00



Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Tirosina

Treonina

Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:2

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

21422784
2,74E+08
50787652
1,22E+08
1,69E+08
54648871
90882576
58851735
1,42E+08

Response

2685138
3804254
628291
652471
7094525
1758069
1403808
23425177
3,08E+08
53194234
1,34E+08
1,88E+08
53254826
98397839
59070432
1,5E+08

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

1,735
0,211
0,134
0,513
0,252
0,418
0,194
0,246
0,241

Average RF/
Response
Ratio

0,271
0,204
0,011

0,21
0,217
0,281
0,135
1,853
0,202
0,131
0,531
0,236
0,368
0,201
0,234
0,229

12344457
46787598
12906493
8836339
23268306
4815664
16574279
8836339
20566386

AA Report

P1_INJ002

ISTD Height

9901457
18604607
58478550

3105581
32675591

6265368
10433064
12644144
55313378
13690162

9360541
29288179

5190758
17290021

9360541
23532085

0,168
0,048
0,065
0,211
-0,03
0,039
0,011
0,046
-0,006

Calculated
Conc

-0,019
-0,014
-0,457
-0,004
-0,01

0,023
0,107
0,231

0,038
0,062
0,215
-0,038
0,011

0,015
0,039
-0,013

nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

76,94
18,14
27,82
92,44
-9,73
11,34

5,99
15,53
-1,99

(%)

-4,33
-7,02
-168,75
-2,75
-4,72
4,21
44,33
101,64
13,80
25,50
90,50
-11,84
3,07
7,85
12,65

137,14 0,0023
113,16 0,0005
128,17 0,0008
131,19 0,0028
97,12 -0,0003
87,08 0,0003
163,18 0,0002
101,11 0,0005
99,13 -0,0001
Massa total(ug) 0,003 |
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 -0,0001
156,19 -0,0002
115,09 -0,0053
214,28 -0,0001
147,18 -0,0001
57,05 0,0001
129,12 0,0014
137,14 0,0032
113,16 0,0004
128,17 0,0008
131,19 0,0028
97,12 -0,0004
87,08 0,0001
163,18 0,0002
101,11 0,0004
99,13 -0,0001

-4,13
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:3

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:3

Target Compounds

Alanina
Arginina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz

Response

9214946
16106098
2627323
2507442
26677380
5416444
5870105
29141646
1,19E+09
2,38E+08
5,27E+08
6,47E+08
1,4E+08
3,82E+08
2,32E+08
5,47E+08

Response

9894113
16375266

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear

Average RF/

AA Report

P2_190921131422

Response ISTD Height
Ratio

0,972 9476053
0,945 17046778
0,053 49833254
0,972 2580792
0,972 27459729
0,953 5684417
0,624 9410362
2,363 12334543
0,93 45672678
0,621 13330600
2,224 8361319
1,03 21517973
1,055 4766165
0,861 15256997
0,981 8361319
0,959 19295844

AA Report

P2_INJ0OO1

Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

0,969 10209492
0,926 17688846

Calculated
Conc

0,383
0,423
0,065
0,201
0,452
0,432
0,531
0,503
0,884
0,506
0,547
0,389
0,394
0,43
0,462
0,415

Calculated
Conc

0,381
0,411

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL

Massa total(ug) 0,003
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0027
156,19 0,0066
115,09 0,0007
214,28 0,0043
147,18 0,0067
57,05 0,0025
129,12 0,0069
137,14 0,0069
113,16 0,0100
128,17 0,0065
131,19 0,0072
97,12 0,0038
87,08 0,0034
163,18 0,0070
101,11 0,0047
99,13 0,0041
Massa total(ug) 0,084
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0027
156,19 0,0064

113

(%)

3,24
7,87
0,89
5,13
7,93
2,94
8,17
8,22
11,92
7,73
8,55
4,50
4,09
8,36
5,57
4,90

(%)

3,24
7,67



Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:3

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina

134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz

3183704
3407220
29348663
5706355
6478276
32883272
1,35E+09
2,4E+08
5,85E+08
7,37TE+08
1,51E+08
4,18E+08
2,4E+08
6,01E+08

Response

10722779
17593923
3411378
3664072
31102713
5881719
6936860
34184680
1,5E+09
2,4TE+08
6,25E+08
8,2E+08
1,63E+08
4,4E+08

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

0,052 61377843
1,018 3345493

0,95 30882903
0,915 6235691
0,607 10671480
2,553 12881805
0,908 53294826

0,58 13721019
2,313 8875280
1,011 25751174
1,001 5328083
0,882 16232723

0,95 8875280
0,921 22344233

AA Report
P2_INJ002
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

0,972 11034588
0,944 18637491
0,052 65986805
0,961 3812255
0,942 33006020
0,898 6550240
0,599 11581648
2,524 13541780
0,902 59913258
0,576 13869085
2,371 9231712
0,991 29790812
0,989 5819169
0,882 16811892

0,055
0,213
0,439
0,409
0,517
0,604
0,859
0,469
0,565
0,379
0,364
0,443
0,444
0,392

Calculated
Conc

0,383
0,422
0,052
0,198
0,434
0,399
0,51

0,589
0,852
0,465
0,576
0,369
0,357
0,443

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

115,09 0,0006
214,28 0,0046
147,18 0,0065
57,05 0,0023
129,12 0,0067
137,14 0,0083
113,16 0,0097
128,17 0,0060
131,19 0,0074
97,12 0,0037
87,08 0,0032
163,18 0,0072
101,11 0,0045
99,13 0,0039
Massa total(ug) 0,084
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0027
156,19 0,0066
115,09 0,0006
214,28 0,0042
147,18 0,0064
57,05 0,0023
129,12 0,0066
137,14 0,0081
113,16 0,0096
128,17 0,0060
131,19 0,0076
97,12 0,0036
87,08 0,0031
163,18 0,0072

114

0,76
5,45
7,72
2,79
7,98
9,90

11,62
7,18
8,86
4,40
3,79
8,64
5,37
4,64

(%)

3,27
7,93
0,72
5,10
7,68
2,74
7,92
9,72
11,60
717
9,09
4,31
3,74
8,70



Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:4

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:4

Target Compounds

120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

2,57E+08
6,61E+08

Response

17705891
29060156

5110210

5306219
53166367
10005409
11122359
38779542
2,44E+09
4,33E+08
1,02E+09
1,25E+09
2,67E+08
7,46E+08
4,24E+08
1,09E+09

Response

Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

0,974 9231712
0,93 24805495
AA Report
P3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

1,936 9143539
1,773 16393022
0,099 51492440

2,008 2643061
1,873 28387349

1,786 5603181
1,186 9374132
3,239 11973194

1,852 46656801

1,172 12362781

4,464 7803481
2,142 19924385
2,024 4608665
1,711 14698413

1,86 7803481
1,883 19166397

AA Report
P3_INJOO1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

0,458
0,398

Calculated
Conc

0,936
0,911
0,644
0,478
1,003
0,939
1,019
0,97

1,955
1,005
0,987
0,988
0,935
0,964
0,96

0,955

Calculated
Conc

nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

101,11 0,0046
99,13 0,0039
| Massa total(ug) 0,083 |

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0067

156,19 0,0142

115,09 0,0074

214,28 0,0102

147,18 0,0148

57,05 0,0054

129,12 0,0132

137,14 0,0133

113,16 0,0221

128,17 0,0129

131,19 0,0129

97,12 0,0096

87,08 0,0081

163,18 0,0157

101,11 0,0097

99,13 0,0095

Massa total(ug) 0,186
Mass of aminoacid masa(ug)

115

5,67
4,75

(%)

3,58
7,66
3,99
5,52
7,95
2,88
7,08
7,16
11,91
6,94
6,97
5,17
4,38
8,47
5,23
5,10

(%)



Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:4

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz

19603145
30903964

5774267

6399629
58884070
11020448
12092645
42670128
2,79E+09
4,51E+08

1,1E+09
1,44E+09
2,93E+08
7,96E+08
4,62E+08
1,23E+09

Response

20633491
29537999

5948908

6016214
56812521
11418394
12094626
41386470
2,82E+09
4,35E+08
1,07E+09
1,49E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

1,915 10234221
1,821 16968685
0,096 60002913
1,982 3229353
1,922 30632743
1,768 6234596
1,187 10185866
3,291 12964614
1,796 55251681
1,167 12741589
4,466 8450337
1,988 24703429
2,033 5051258

1,74 15429633
1,867 8450337
1,871 22170619

AA Report
P3_INJ002
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

1,912 10792705

1,85 15967159
0,095 62844626
1,946 3090964
1,797 31623004
1,838 6212196
1,195 10117825
3,329 12431528
1,788 56925456
1,139 12619038
4,476 8488141
1,982 27882837

0,924
0,939
0,607
0,471
1,033
0,928
1,019
0,998
1,891

0,987
0,906
0,94
0,982
0,964
0,948

Calculated
Conc

0,922
0,956
0,587
0,462
0,956
0,971
1,026
1,018
1,881
0,975
0,989
0,902

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

71,08 0,0066
156,19 0,0147
115,09 0,0070
214,28 0,0101
147,18 0,0152

57,05 0,0053
129,12 0,0132
137,14 0,0137
113,16 0,0214
128,17 0,0128
131,19 0,0129

97,12 0,0088

87,08 0,0082
163,18 0,0160
101,11 0,0097

99,13 0,0094

Massa total(ug) 0,185
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0066
156,19 0,0149
115,09 0,0068
214,28 0,0099
147,18 0,0141

57,05 0,0055
129,12 0,0132
137,14 0,0140
113,16 0,0213
128,17 0,0125
131,19 0,0130

97,12 0,0088

116

3,55
7,93
3,78
5,46
8,22
2,86
7,11
7,40
11,57
6,93
7,00
4,76
4,43
8,66
5,27
5,08

(%)

3,58
8,16
3,69
5,41
7,69
3,03
7,24
7,63
11,63
6,83
7,09
4,79
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Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:5

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:5

106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

2,9E+08
7,38E+08
4,51E+08
1,27E+09

Response

30508157
46756221
10765690
10060975

1E+08
16720301
19430786
46871002
4,14E+09
6,43E+08
1,61E+09
2,27E+09
4,58E+08
1,28E+09
6,53E+08
1,86E+09

Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

1,954 5248508

1,688 15121125

1,886 8488141

1,879 23625480
AA Report

P4_190921154024

Average RF/
Response
Ratio

4,864
4,445
0,311
5,305
4,576
4,749
3,006
5,807
4,636
2,847

11,521
4,986
5,453
4,309
4,672
4,701

AA Report

ISTD Height

6272186
10518268
34642442

1896573
21883834

3520754

6463710

8072045
33036299

7527859

4926868
16240175

2966244
10325426

4926868
14083771

0,896
0,949
0,975
0,953

Calculated
Conc

2,614
2,486
3,277
1,362
2,657
2,742
2,595
2,339
5,191
2,522
2,372
2,52
2,849
2,595
2,553
2,603

P4_INJ001_190921153335

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

87,08 0,0078

163,18 0,0155

101,11 0,0099

99,13 0,0094

Massa total(ug) 0,183
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0186

156,19 0,0388

115,09 0,0377

214,28 0,0292

147,18 0,0391

57,05 0,0156

129,12 0,0335

137,14 0,0321

113,16 0,0587

128,17 0,0323

131,19 0,0311

97,12 0,0245

87,08 0,0248

163,18 0,0423

101,11 0,0258

99,13 0,0258

Massa total(ug) 0,510

117

4,26
8,46
5,38
5,16

(%)

3,64
7,61
7,39
5,72
7,67
3,07
6,57
6,29
11,52
6,34
6,10
4,80
4,86
8,30
5,06
5,06



Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:5

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz

Response

31548676
51411687
11368006
10953263
1,06E+08
17657142
19927782
51109626
4,36E+09
6,65E+08
1,73E+09
2,49E+09
4,82E+08
1,29E+09
6,75E+08
1,97E+09

Response

33557281
55305454
12019429
11953830
1,13E+08
17751986
20514314

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
4,822 6542628
4,627 11112157
0,311 36558338
5,285 2072427
4,73 22380235
4,746 3720760
2,928 6805185
6,008 8507254
4,509 35695165
2,841 7982626
12,094 5052138
5 18371723
5,392 3154217
4,201 10610524
4,706 5052138
4,657 15339306
AA Report

Calculated
Conc

2,59
2,592
3,28
1,357
2,751
2,74
2,528
2,446
5,043
2,516
2,484
2,528
2,815
2,527
2,572
2,578

P4_INJ002_190921152619

Average RF/
Response
Ratio

4,97
4,782
0,312
5,238
4,653
4,794
2,943

ISTD Height

6752639
11566228
38503499

2282067
24238562

3702668

6970093

Calculated
Conc

2,674
2,684
3,295
1,344
2,704
2,77

2,541

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0184
156,19 0,0405
115,09 0,0377
214,28 0,0291
147,18 0,0405
57,05 0,0156
129,12 0,0326
137,14 0,0335
113,16 0,0571
128,17 0,0322
131,19 0,0326
97,12 0,0246
87,08 0,0245
163,18 0,0412
101,11 0,0260
99,13 0,0256
Massa total(ug) 0,512
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0190
156,19 0,0419
115,09 0,0379
214,28 0,0288
147,18 0,0398
57,05 0,0158
129,12 0,0328

118

(%)

3,60
7,91
7,38
5,68
7,91
3,05
6,38
6,55
11,15
6,30
6,37
4,80
4,79
8,06
5,08
4,99

(%)

3,67
8,10
7,33
5,57
7,69
3,06
6,34



Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Tirosina

Treonina

Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:6

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

53298031
4,83E+09
6,81E+08
1,86E+09
2,64E+09
4,99E+08
1,37E+09
6,86E+08
2,05E+09

Response

60747889
1,22E+08
18040160
17541126
2,05E+08
28936949
37098878
1,02E+08
8,95E+09
1,47E+09

3,6E+09
4,71E+09
8,23E+08
2,58E+09
1,34E+09
4,04E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

6,058 8797617
4,616 38869357
2,884 7821296
12,691 5084564
5,085 18899420
5,28 3311344
4,223 11295605
4,679 5084564
4,677 15598590

AA Report

P5
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
9,222 6587487
8,912 13699913
0,503 35831114
9,545 1837679
8,714 23520597
8,231 3515469
5,732 6472471
10,828 9409124
8,634 36473731
5,566 8990381
23,922 5279657
9,372 17017903
9,224 3025280
8,14 10912566
8,888 5279657
9,061 15102249
AA Report

2,473
5,168
2,555
2,601
2,573
2,752
2,541
2,557
2,59

Calculated
Conc

5,111
5,118
5,676
2,499
5,188
4,861
4,957
5,016
9,837
4,984
4,805
4,882
4,954
5
4,94
5,154

nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

137,14 0,0339

113,16 0,0585

128,17 0,0327

131,19 0,0341

97,12 0,0250

87,08 0,0240

163,18 0,0415

101,11 0,0259

99,13 0,0257

Massa total(ug) 0,517

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0363

156,19 0,0799

115,09 0,0653

214,28 0,0535

147,18 0,0764

57,05 0,0277

129,12 0,0640

137,14 0,0688

113,16 0,1113

128,17 0,0639

131,19 0,0630

97,12 0,0474

87,08 0,0431

163,18 0,0816

101,11 0,0499

99,13 0,0511

Massa total(ug) 0,983

119

6,56
11,31
6,33
6,60
4,83
4,63
8,02
5,00
4,96

(%)

3,69
8,13
6,64
5,45
7,76
2,82
6,51
6,99
11,32
6,50
6,41
4,82
4,39
8,30
5,08
5,20



Vial Pos Drawer 1:Slot1:6

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:6

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

Response

65655892
1,24E+08
19824121
18390770
2,21E+08
32642381
39903910
1,04E+08
1,04E+10
1,57E+09
3,98E+09
5,32E+09
8,88E+08

2,7E+09
1,45E+09
4,31E+09

Response

74087804
1,29E+08
21250132
19576160
2,35E+08

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

P5_INJOO1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
8,953 7333627
8,929 13893330
0,491 40370910
9,522 1931459
8,783 25108172
8,433 3870857
5,785 6897389
10,622 9825531
9 40702147
5,668 9177557
24,444 5646966
9,601 18728818
9,314 3255872
8,163 11458077
8,894 5646966
8,572 16932010
AA Report
P5_INJ002
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
9,298 7968549
8,622 15015049
0,478 44441584
9,404 2081743
8,91 26431219

Calculated
Conc

4,957
5,128
5,521
2,493
5,23
4,984
5,003
4,907
10,262
5,077
4,907
5,006
5,004
5,015
4,944
4,868

Calculated
Conc

5,155
4,947
5,361
2,461
5,308

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0352

156,19 0,0801

115,09 0,0635

214,28 0,0534

147,18 0,0770

57,05 0,0284

129,12 0,0646

137,14 0,0673

113,16 0,1161

128,17 0,0651

131,19 0,0644

97,12 0,0486

87,08 0,0436

163,18 0,0818

101,11 0,0500

99,13 0,0483

Massa total(ug) 0,987
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0366

156,19 0,0773

115,09 0,0617

214,28 0,0527

147,18 0,0781

120

(%)

3,57
8,11
6,43
5,41
7,80
2,88
6,54
6,82

11,76
6,59
6,52
4,92
4,41
8,29
5,06
4,89

(%)

3,71
7,83
6,25
5,34
7,92



Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:7

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

33059456
40993157
1,08E+08
1,18E+10

1,6E+09
4,16E+09
5,78E+09
9,43E+08
2,82E+09
1,56E+09
4,79E+09

Response

75385329

1,4E+08
20714114
15476251

2,5E+08
36564934
42991421
1,14E+08
1,17E+10
1,75E+09

4,6E+09
6,06E+09
9,61E+08
3,28E+09
1,69E+09
5,02E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

8,305 3980553
5,772 7102117
10,244 10524178
9,178 44890458
5,529 9250788
24,284 5855075
9,739 20661632
9,135 3495328
8,341 11558448
9,105 5855075
8,951 18071211
AA Report
P6
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
13,516 5577333
12,69 11019063
0,676 30663965
14,774 1047512
12,044 20740407
12,765 2864434
8,534 5037793
15,259 7493717
13,219 31360732
8,286 6975654
36,849 4220913
14,436 13740153
13,829 2304127
12,259 9094791
13,515 4220913
13,296 12762489

4,906
4,991
4,705
10,47
4,95
4,876
5,08
4,904
5,126
5,064
5,09

Calculated
Conc

7,573
7,344
7,817
3,901
7,225
7,621
7,384
7,379
15,165
7,447
7,342
7,61
7,524
7,586
7,561
7,632

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

57,05 0,0280
129,12 0,0644
137,14 0,0645
113,16 0,1185
128,17 0,0634
131,19 0,0640

97,12 0,0493

87,08 0,0427
163,18 0,0836
101,11 0,0512

99,13 0,0505

Massa total(ug) 0,987
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0538
156,19 0,1147
115,09 0,0900
214,28 0,0836
147,18 0,1063

57,05 0,0435
129,12 0,0953
137,14 0,1012
113,16 0,1716
128,17 0,0954
131,19 0,0963

97,12 0,0739

87,08 0,0655
163,18 0,1238
101,11 0,0764

99,13 0,0757

121

2,84
6,53
6,54
12,01
6,43
6,48
5,00
4,33
8,48
5,19
5,11

(%)

3,67
7,82
6,13
5,70
7,25
2,96
6,50
6,90

11,70
6,51
6,57
5,04
4,47
8,44
5,21
5,16



Vial Pos Drawer 1:Slot1:7

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:7

Target Compounds

Alanina
Arginina

AA Report
File Name
Average RF/
Quan Peak Response  Curve Type Response
Ratio
90.0557 mz 79348114 Linear 13,435
175.1189 mz 1,44E+08 Linear 13,104
134.0448 mz 22281346 Linear 0,653
241.0305 mz 16948782 Linear 14,599
166.0863 mz 2,73E+08 Linear 12,602
76.0403 mz 37269314 Linear 12,389
148.0604 mz 45349296 Linear 8,582
156.0755 mz 1,21E+08 Linear 15,493
132.1020 mz 1,32E+10 Linear 13,514
147.1128 mz 1,82E+09 Linear 8,271
150.0583 mz 4,92E+09 Linear 38,433
116.0710 mz 6,73E+09 Linear 14,621
106.0504 mz 1,03E+09 Linear 13,76
182.0812 mz 3,37E+09 Linear 12,088
120.0658 mz 1,73E+09 Linear 13,486
118.0866 mz 5,44E+09 Linear 13,034
File Name
Average RF/
Quan Peak Response Curve Type Response

Ratio

90.0557 mz 89462910 Linear 13,369

175.1189 mz 1,67E+08 Linear 13,233

P6_INJOO1

ISTD Height

5905984
10974185
34096916

1160945
21651348

3008201

5283979

7785201
34417465

7027040

4309364
15403987

2468212

9496055

4309364
14172392

AA Report

P6_INJ002

ISTD Height

6691894
12623180

Calculated

Conc

7,526
7,588
7,543
3,854
7,566
7,392
7,426
7,504
15,508
7,434
7,652
7,709
7,486
7,479
7,545
7,479

Calculated
Conc

7,488
7,664

Massa total(ug) 1,467
Units Mass of aminoacid masa(ug)
nmol/mL 71,08 0,0535
nmol/mL 156,19 0,1185
nmol/mL 115,09 0,0868
nmol/mL 214,28 0,0826
nmol/mL 147,18 0,1114
nmol/mL 57,05 0,0422
nmol/mL 129,12 0,0959
nmol/mL 137,14 0,1029
113,16 0,1755
nmol/mL 128,17 0,0953
nmol/mL 131,19 0,1004
nmol/mL 97,12 0,0749
nmol/mL 87,08 0,0652
nmol/mL 163,18 0,1220
nmol/mL 101,11 0,0763
nmol/mL 99,13 0,0741
Massa total(ug) 1,477

Units Mass of aminoacid masa(ug)

nmol/mL 71,08 0,0532

nmol/mL 156,19 0,1197

122

(%)

3,62
8,02
5,88
5,59
7,54
2,85
6,49
6,97

11,88
6,45
6,79
5,07
4,41
8,26
5,16
5,02

(%)

3,64
8,19



Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:8

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina

134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz

24374461
20184731
2,96E+08
41193995
48107531
1,28E+08
1,43E+10
1,91E+09
5,24E+09
7,53E+09
1,12E+09

3,5E+09
1,86E+09
6,09E+09

Response

92538638
1,97E+08
27098600
23252546
3,15E+08
44409409
58710758
1,55E+08
1,46E+10
2,25E+09
5,69E+09
7,95E+09
1,22E+09

4,1E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

0,631 38655328
14,412 1400557
12,585 23508814
12,632 3261128

8,607 5589189
14,578 8774089
12,822 39175256

8,469 7219654
37,527 4723256
15,018 16825178
13,691 2712951
12,222 9674329
13,329 4723256
13,152 15667095

AA Report

P7

Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

18,168 5093539
17,192 11438512
0,93 29137777
18,825 1235179
15,464 20362557
16,999 2612506
11,562 5077714
20,669 7496257
16,945 30344258
11,222 6586801
48,523 4057872
19,311 13779631
18,478 2163738
16,34 8423051

7,258
3,804
7,556
7,539
7,448
7,015
14,705
7,613
7,475
7,923
7,447
7,563
7,456
7,548

Calculated
Conc

10,238
9,998
10,985
4,987
9,318
10,197
10,008
10,263
19,496
10,106
9,632
10,236
10,119
10,149

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

115,09 0,0835
214,28 0,0815
147,18 0,112
57,05 0,0430
129,12 0,0962
137,14 0,0962
113,16 0,1664
128,17 0,0976
131,19 0,0981
97,12 0,0769
87,08 0,0648
163,18 0,1234
101,11 0,0754
99,13 0,0748
Massa total(ug) 1,462
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0728
156,19 0,1562
115,09 0,1264
214,28 0,1069
147,18 0,1371
57,05 0,0582
129,12 0,1292
137,14 0,1407
113,16 0,2206
128,17 0,1295
131,19 0,1264
97,12 0,0994
87,08 0,0881
163,18 0,1656
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5,71
5,58
7,61
2,94
6,58
6,58

11,38
6,67
6,71
5,26
4,44
8,44
5,16
5,12

(%)

3,71
7,96
6,45
5,45
6,99
2,97
6,59
7,18

11,25
6,61
6,45
5,07
4,49
8,45



Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:8

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:8

Target Compounds

120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

2,11E+09
6,51E+09

Response

1,01E+08

2,2E+08
28668838
24449097
3,49E+08
46571908
60323134
1,69E+08
1,67E+10
2,33E+09

6,2E+09
8,562E+09
1,29E+09
4,31E+09
2,16E+09
6,88E+09

Response

Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

17,99 4057872 10,096 nmol/mL 101,11 0,1021
17,727 12521675 10,224 nmol/mL 99,13 0,1014
| Massa total(ug) 1,961 |
AA Report
P7_INJOO1
Average RF/ . Calculated . . .
Response ISTD Height Units Mass of aminoacid masa(ug)
Ratio Conc
18,373 5497503 10,356 nmol/mL 71,08 0,0736
17,439 12587660 10,143 nmol/mL 156,19 0,1584
0,876 32723229 10,314 nmol/mL 115,09  0,1187
18,817 1299301 4,985 nmol/mL 214,28 0,1068
15,916 21904424 9,594 nmol/mL 147,18 0,1412
16,561 2812147 9,931 nmol/mL 57,05 0,0567
11,38 5300657 9,85 nmol/mL 129,12 0,1272
20,656 8192359 10,257 nmol/mL 137,14 0,1407
17,886 33498283 20,589 113,16 0,2330
11,139 6798906 10,031 nmol/mL 128,17 0,1286
51,708 4085105 10,257 nmol/mL 131,19 0,1346
19,399 15174508 10,283 nmol/mL 97,12 0,0999
18,519 2283402 10,141 nmol/mL 87,08 0,0883
16,282 8948572 10,112 nmol/mL 163,18 0,1650
18,029 4085105 10,118 nmol/mL 101,11 0,1023
17,593 13414549 10,146 nmol/mL 99,13 0,1006
Massa total(ug) 1,975
AA Report
P7_INJ002
Average RF/ . Calculated . . .
Response ISTD Height Units Mass of aminoacid masa(ug)
Ratio Conc

124

5,21
5,17

(%)

3,73
8,02
6,01
5,41
7,15
2,87
6,44
7,12
11,79
6,51
6,81
5,06
4,47
8,35
5,18
5,09

(%)



Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:9

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina

90.0557 mz 1,15E+08
175.1189 mz 2,33E+08
134.0448 mz 31158776
241.0305 mz 24654168
166.0863 mz 3,76E+08

76.0403mz 50745283
148.0604 mz 63357711
156.0755 mz 1,71E+08
132.1020 mz 1,79E+10
147.1128 mz 2,39E+09
150.0583 mz 6,4E+09
116.0710 mz 9,09E+09
106.0504 mz 1,39E+09
182.0812 mz 4,43E+09
120.0658 mz 2,36E+09
118.0866 mz 7,46E+09

Quan Peak Response

90.0557 mz 1,39E+08
175.1189 mz 3,14E+08
134.0448 mz 38997622
241.0305mz 29626315
166.0863 mz 4,62E+08

76.0403mz 62927858
148.0604 mz 86058416
156.0755 mz 2,39E+08
132.1020 mz 2,37E+10
147.1128 mz 3,35E+09
150.0583 mz 8,07E+09
116.0710 mz 1,22E+10

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

17,942 6406468
18,103 12846913

0,868 35892293

18,61 1324787
16,812 22371824
16,843 3012765
11,508 5505641
20,488 8352381
17,497 36647630
11,174 6795243
49,706 4439850
19,394 16083972
18,376 2521297
16,363 9061501
18,308 4439850

17,88 14628751

AA Report
P8
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

34,357 4050547
33,415 9390176

1,702 22913711
38,185 775871
26,727 17274048
33,296 1889980
23,391 3679047
52,238 4567451
34,475 23913480
22,384 4747523
95,378 2857675
37,575 10896754

10,109
10,534
10,215
4,929
10,142
10,102
9,961
10,167
20,138
10,062
9,865
10,28
10,062
10,163
10,276
10,314

Calculated
Conc

19,517
19,558
20,594
10,177
16,208
20,114
20,256
27,095
39,869
20,214
18,827
20,072

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

71,08 0,0719
156,19 0,1645
115,09 0,176
214,28 0,1056
147,18 0,1493

57,05 0,0576
129,12 0,1286
137,14 0,1394
113,16 0,2279
128,17 0,1290
131,19 0,1294

97,12 0,0998

87,08 0,0876
163,18 0,1658
101,11 0,1039

99,13 0,1022

Massa total(ug) 1,980
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1387
156,19 0,3055
115,09 0,2370
214,28 0,2181
147,18 0,2385

57,05 0,1148
129,12 0,2615
137,14 0,3716
113,16 0,4512
128,17 0,2591
131,19 0,2470

97,12 0,1949
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3,63
8,31
5,94
5,33
7,54
2,91
6,50
7,04
11,51
6,51
6,54
5,04
4,42
8,37
5,25
5,16

(%)

3,53
7,77
6,03
5,55
6,07
2,92
6,65
9,45
11,48
6,59
6,28
4,96



Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:9

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:9

106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

1,68E+09
6,18E+09

3E+09
9,77E+09

Response

1,54E+08
3,54E+08
39851194
26753134
4,95E+08
65756455
89059063
2,59E+08
2,56E+10
3,42E+09
8,95E+09
1,25E+10
1,72E+09
6,57E+09
3,01E+09
1,01E+10

Linear 36,352 1486952
Linear 31,595 6543278
Linear 35,449 2857675
Linear 33,813 9689072
AA Report
File Name P8_INJ0O1
Average RF/
Curve Type Response ISTD Height
Ratio
Linear 35,839 4304739
Linear 35,459 9982965
Linear 1,601 24894068
Linear 37,063 721827
Linear 27,576 17950278
Linear 32,462 2025646
Linear 22,696 3923928
Linear 91,02 2847334
Linear 35,096 25626069
Linear 21,825 4921215
Linear 105,347 2891508
Linear 35,921 12035474
Linear 35,744 1568266
Linear 32,442 6669263
Linear 35,478 2891508
Linear 33,73 10311407
AA Report
File Name P8_INJ002

20,095
19,727
19,984
19,635

Calculated
Conc

20,366
20,762
19,335
9,876
16,726
19,607
19,654
47,773
40,59
19,708
20,783
19,181
19,756
20,259
20,001
19,586

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

87,08 0,1750

163,18 0,3219

101,11 0,2021

99,13 0,1946

Massa total(ug) 3,931
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,1448

156,19 0,3243

115,09 0,2225

214,28 0,2116

147,18 0,2462

57,05 0,119

129,12 0,2538

137,14 0,6552

113,16 0,4593

128,17 0,2526

131,19 0,2727

97,12 0,1863

87,08 0,1720

163,18 0,3306

101,11 0,2022

99,13 0,1942

Massa total(ug) 4,240
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4,45
8,19
5,14
4,95

(%)

3,41
7,65
5,25
4,99
5,81
2,64
5,99

15,45

10,83
5,96
6,43
4,39
4,06
7,80
4,77
4,58



Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:16

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz

Response

1,69E+08
3,66E+08
42126318
27508161
5,25E+08
70082599
91734649
2,63E+08

2,7E+10
3,63E+09
9,48E+09

1,4E+10
1,88E+09
6,59E+09
3,18E+09
1,11E+10

Response

1,11E+08
91051495
22610149
10761198
2,45E+08
19710839
85680518

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
34,593 4892680
32,879 11135155
1,549 27200864
37,009 743293
33,382 15717779
33,317 2103491
23,395 3921188
63,039 4165957
33,832 28045066
22,114 5079917
104,564 3058326
37,596 12976265
36,087 1689655
31,566 6857744
35,03 3058326
35,006 11095866
AA Report
QCHigh1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
26,026 4277455
12,724 7155654
0,872 25918986
14,01 768135
14,867 16505943
9,325 2113876
28,911 2963616

Calculated
Conc

19,652
19,242
18,686
9,862
20,279
20,128
20,259
32,854
39,122
19,97
20,629
20,083
19,947
19,709
19,747
20,332

Calculated
Conc

14,742
7,365
10,267
3,696
8,952
5,627
25,038

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

(%)

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,1397
156,19 0,3005
115,09 0,2151
214,28 0,2113
147,18 0,2985
57,05 0,1148
129,12 0,2616
137,14 0,4506 1
113,16 0,4427 1
128,17 0,2560
131,19 0,2706
97,12 0,1950
87,08 0,1737
163,18 0,3216
101,11 0,1997
99,13 0,2016
Massa total(ug) 4,053
Mass of aminoacid masa(ug) (%)
71,08 0,1048 5,22
156,19 0,1150 5,73
115,09 0,1182 5,89
214,28 0,0792 3,94
147,18 0,1318 6,56
57,05 0,0315 1,57
129,12 0,3233 16,10
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3,45
7,42
5,31
5,21
7,36
2,83
6,45
1,12
0,92
6,32
6,68
4,81
4,29
7,94
4,93
4,97



Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Tirosina

Treonina

Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:17

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

50422856
1,68E+10
2,57E+09

5E+08
6,13E+09
6,45E+08
1,89E+09
1,46E+09
5,95E+09

Response

1,06E+08
80320226
18611954

6735224
2,43E+08
22905466
1,04E+08
42502328
1,68E+10
2,14E+09
5,22E+08
7,97E+09

6,8E+08
1,75E+09
1,33E+09
6,24E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

11,797 4274313
21,977 26266354
20,194 3967691
6,536 2594917
17,372 12971480
15,451 1391397
10,468 6075581
19,061 2594917
19,756 11013103
AA Report
QCHigh2
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
28,391 3743951
14,197 5657508
0,847 21967194
12,276 548633
16,981 14321389
13,424 1706264
43,774 2372908
12,272 3463478
24,991 22301596
20,519 3202055
7,859 2154174
26,744 10707802
18,145 1250215
11,215 5161935
20,072 2154174
23,767 9410057
AA Report

5,533
25,344
18,231

1,393

9,191

8,429

6,461
10,703
11,411

Calculated
Conc

16,098
8,232
9,955
3,231
10,245
8,022
37,915
5,786
28,847
18,525
1,653
14,238
9,933
6,931
11,275
13,758

nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

137,14 0,0759

113,16 0,2868

128,17 0,2337

131,19 0,0183

97,12 0,0893

87,08 0,0734

163,18 0,1054

101,11 0,1082

99,13 0,1131

Massa total(ug) 2,008
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,1144

156,19 0,1286

115,09 0,1146

214,28 0,0692

147,18 0,1508

57,05 0,0458

129,12 0,4896

137,14 0,0793

113,16 0,3264

128,17 0,2374

131,19 0,0217

97,12 0,1383

87,08 0,0865

163,18 0,1131

101,11 0,1140

99,13 0,1364

Massa total(ug) 2,366
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3,78
14,28
11,64

0,91

4,45

3,66

5,25

5,39

5,63

(%)

4,84
5,43
4,84
2,93
6,37
1,93

20,69
3,35

13,80

10,03
0,92
5,84
3,66
478
4,82
5,76



Vial Pos Drawer 1:Slot1:18

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:19

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

Response

1,2E+08
92801860
25566887
12770450

2,5E+08
20110167
94048818
51626704

1,6E+10
2,75E+09
4,92E+08
6,15E+09
6,98E+08
1,98E+09
1,65E+09
6,16E+09

Response

1,14E+08
95069262
23219021

9806654
2,33E+08

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

QCHigh3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
25,151 4769753
12,525 7409502
0,924 27661401
14,794 863206
14,359 17382156
9,021 2229212
28,622 3285866
10,962 4709405
21,001 27251651
19,701 4290875
5,72 2854915
16,625 13360531
15,198 1583094
10,063 6522969
17,977 2854915
19,405 11343561
AA Report
QCHigh4
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

24,757 4598666
12,318 7718135
0,863 26914243
11,804 830786
13,571 17188738

Calculated
Conc

14,24
7,247
10,914
3,906
8,641
5,342
24,788
5,088
24,21
17,784
1,233
8,789
8,288
6,208
10,088
11,206

Calculated
Conc

14,015
7,125
10,147
3,105
8,159

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,1012

156,19 0,1132

115,09 0,1256

214,28 0,0837

147,18 0,1272

57,05 0,0305

129,12 0,3201

137,14 0,0698

113,16 0,2740

128,17 0,2279

131,19 0,0162

97,12 0,0854

87,08 0,0722

163,18 0,1013

101,11 0,1020

99,13 0,1111

Massa total(ug) 1,961
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0996

156,19 0,1113

115,09 0,1168

214,28 0,0665

147,18 0,1201

129

(%)

5,16
5,77
6,40
4,27
6,48
1,55
16,32
3,56
13,97
11,62
0,82
4,35
3,68
5,17
5,20
5,66

(%)

5,20
5,81
6,09
3,47
6,26
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:20

Target Compounds
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Aspartico
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Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

20530415
86916824
51932713
1,56E+10
2,66E+09
4,54E+08
6E+09
6,7E+08
1,85E+09
1,48E+09
5,99E+09

Response

1,13E+08
84682575
20078020

5656895
2,25E+08
17294324
72604866
44606571
1,42E+10
2,35E+09
4,16E+08
5,76E+09
5,58E+08
1,72E+09
1,27E+09
5,65E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

9,511 2158695
28,585 3040596
11,144 4660355
20,426 27513595
19,938 4216575

5,536 2818653
16,394 13469846
14,941 1507855

9,664 6462192
18,057 2818653
19,572 11023759

AA Report
QCHigh5
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
26,405 4286243
12,694 6670956

0,808 24839149

8,668 652652
14,701 15288580

8,833 1957966
29,132 2492242
11,404 3911454
21,014 24382187
20,237 3582793

6,095 2277863
17,095 12205988
15,153 1151523
10,345 5427410
18,561 2277863
19,869 10265978

5,64
24,756
5,185
23,541
17,999
1,197
8,665
8,145
5,957
10,133
11,303

Calculated
Conc

14,959
7,347
9,47
2,264
8,851
5,228
25,23
5,323
24,224
18,27
1,307
9,042
8,263
6,385
10,419
11,477

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

57,05 0,0322
129,12 0,3196
137,14 0,0711
113,16 0,2664
128,17 0,2307
131,19 0,0157

97,12 0,0842

87,08 0,0709
163,18 0,0972
101,11 0,1025

99,13 0,1120

Massa total(ug) 1,917
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1063
156,19 0,1148
115,09 0,1090
214,28 0,0485
147,18 0,1303

57,05 0,0298
129,12 0,3258
137,14 0,0730
113,16 0,2741
128,17 0,2342
131,19 0,0171

97,12 0,0878

87,08 0,0720
163,18 0,1042
101,11 0,1053

99,13 0,1138

130

1,68
16,68
3,71
13,90
12,04
0,82
4,39
3,70
5,07
5,35
5,85

(%)

5,46
5,90
5,60
2,49
6,69
1,53
16,74
3,75
14,09
12,03
0,88
4,51
3,70
5,35
5,41
5,85



Vial Pos Drawer 1:Slot1:21

Target Compounds
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:16

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

File Name
Response Curve Type

1,17E+08 Linear
90411432 Linear
24485326 Linear
14367768 Linear
2,37E+08 Linear
18656542 Linear
85927469 Linear
48530738 Linear
1,52E+10 Linear
2,55E+09 Linear
4,98E+08 Linear

6,1E+09 Linear
6,03E+08 Linear
1,84E+09 Linear

1,4E+09 Linear
6,01E+09 Linear

File Name

AA Report
QCHigh6
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
25,695 4536538
12,837 7043278
0,979 25018432
18,545 774768
14,409 16443282
9,334 1998707
29,746 2888667
11,283 4301327
20,823 25971527
20,403 3768839
6,667 2479588
17,346 12428892
14,956 1266694
10,474 5651442
18,782 2479588
19,939 10792425
AA Report
Dia 2_QCHigh1

Calculated
Conc

14,552
7,431
11,591
4,912
8,672
5,533
25,762
5,259
24,003
18,42
1,419
9,177
8,153
6,466
10,544
11,518

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Massa total(ug) 1,946
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,1034

156,19 0,1161

115,09 0,1334

214,28 0,1053

147,18 0,1276

57,05 0,0316

129,12 0,3326

137,14 0,0721

113,16 0,2716

128,17 0,2361

131,19 0,0186

97,12 0,0891

87,08 0,0710

163,18 0,1055

101,11 0,1066

99,13 0,1142

Massa total(ug) 2,035

131

(%)

5,08
5,70
6,56
5,17
6,27
1,55
16,35
3,54
13,35
11,60
0,91
4,38
3,49
5,19
5,24
5,61



Target Compounds

Alanina
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Fenilamina
Glicina
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:17

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina

Quan Peak

O OO0 O OO0 0000 Oo0OOoOOoO oo

Quan Peak

o O o o

Response

1,04E+08
89947514
22995381
13178578
2,34E+08
18867665
88855827
50325969

1,5E+10
2,61E+09
4,85E+08
5,87E+09

6,5E+08

1,9E+09
1,44E+09
5,87E+09

Response

97742238
79845539
16214290

7229198

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
25,724 4054536
12,755 7051949
0,972 23666374
14,119 933406
14,681 15921351
9,272 2034972
30,189 2943273
11,061 4550062
21,573 24436075
20,584 4058420
6,303 2605020
17,172 12003272
15,319 1366808
10,584 5933198
18,696 2605020
19,986 10299559
AA Report
Dia 2_QCHigh2
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
28,247 3460215
14,667 5443930
0,8 20261261
12,489 578837

Calculated

Conc

14,569
7,383
11,503
3,725
8,838
5,495
26,146
5,14
24,874
18,584
1,348
9,084
8,355
6,534
10,495
11,545

Calculated
Conc

16,015
8,509
9,37
3,288

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1036

156,19 0,1153

115,09 0,1324

214,28 0,0798

147,18 0,1301

57,05 0,0313

129,12 0,3376

137,14 0,0705

113,16 0,2815

128,17 0,2382

131,19 0,0177

97,12 0,0882

87,08 0,0728

163,18 0,1066

101,11 0,1061

99,13 0,1144

Massa total(ug) 2,026

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1138

156,19 0,1329

115,09 0,1078

214,28 0,0705

132

(%)

511
5,69
6,53
3,94
6,42
1,55
16,66
3,48
13,89
11,76
0,87
4,35
3,59
5,26
5,24
5,65

(%)

4,83
5,64
4,58
2,99
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:18

Target Compounds
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2,32E+08
21607252
98028721
41045977
1,49E+10
2,09E+09
5,14E+08
7,67TE+09
6,73E+08
1,74E+09
1,31E+09
5,75E+09

Response

1,13E+08
89442418
22360269
13315720
2,44E+08
19422532
91221198
51173504
1,56E+10
2,78E+09

5E+08
6,22E+09
6,84E+08
1,97E+09
1,56E+09
6,06E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

17,09 13565430
13,394 1613194
42,785 2291187
11,706 3506287
24,885 20924141
20,878 3072204

8,122 2067870
26,902 9963324
18,516 1134307
11,068 5129922
20,676 2067870
23,506 8524774

AA Report
Dia 2_QCHigh3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
24,937 4542105
12,256 7298061

0,856 26117766
15,337 868197
14,537 16755452

9,076 2140100
29,367 3106276
11,021 4643457
20,734 26283985
20,244 4262907

5,923 2798460
16,855 12556757
14,285 1531639

9,986 6394896
18,546 2798460
19,282 10838326

10,312
8,003
37,058
5,485
28,723
18,85
1,704
14,324
10,14
6,838
11,617
13,605

Calculated
Conc

14,118
7,088
10,066
4,052
8,75
5,375
25,433
5,119
23,9
18,276
1,273
8,913
7,779
6,159
10,411
11,133

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

147,18 0,1518
57,05 0,0457
129,12 0,4785
137,14 0,0752
113,16 0,3250
128,17 0,2416
131,19 0,0224
97,12 0,1391
87,08 0,0883
163,18 0,1116
101,11 0,175
99,13 0,1349
Massa total(ug) 2,356
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1004
156,19 0,1107
115,09 0,1158
214,28 0,0868
147,18 0,1288
57,05 0,0307
129,12 0,3284
137,14 0,0702
113,16 0,2705
128,17 0,2342
131,19 0,0167
97,12 0,0866
87,08 0,0677
163,18 0,1005
101,11 0,1053
99,13 0,1104

133

6,44
1,94
20,31
3,19
13,79
10,25
0,95
5,90
375
4,74
4,98
5,72

(%)

5,11
5,64
5,90
4,42
6,56
1,56

16,72
3,58

13,77

11,93
0,85
4,41
3,45
5,12
5,36
5,62



Vial Pos Drawer 1:Slot1:19

Target Compounds
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:20

Target Compounds

Alanina
Arginina

Quan Peak

Quan Peak

O OO O0OO0OO0O0O0OO0OO0O OO0 OO oo

0
0

Response

1,06E+08
94033584
20507848
11369931
2,28E+08
19537994
82356677
51484530
1,51E+10
2,67E+09
4,35E+08
5,98E+09
6,67E+08
1,83E+09
1,44E+09
5,84E+09

Response

1,05E+08
80673174

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear

AA Report
Dia 2_QCHigh4

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
24,563 4312994
12,415 7574055
0,821 24967195
11,666 974593
14,204 16075594
9,255 2111004
28,134 2927344
10,654 4832330
20,995 25211485
19,297 4437758
5,466 2623798
16,438 12505338
15,261 1363723
9,769 6056425
18,099 2623798
19,655 10379323
AA Report
Dia 2_QCHigh5
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
25,688 4080287
12,762 6321141

Calculated
Conc

13,903
7,182
9,633
3,068
8,547
5,485
24,364
4,924
24,203
17,419
1,183
8,688
8,323
6,023
10,157
11,352

Calculated
Conc

14,548
7,387

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL

Massa total(ug) 1,964
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0988

156,19 0,1122

115,09 0,1109

214,28 0,0657

147,18 0,1258

57,05 0,0313

129,12 0,3146

137,14 0,0675

113,16 0,2739

128,17 0,2233

131,19 0,0155

97,12 0,0844

87,08 0,0725

163,18 0,0983

101,11 0,1027

99,13 0,1125

Massa total(ug) 1,910

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1034

156,19 0,1154

134

(%)

5,17
5,87
5,81
3,44
6,59
1,64

16,47
3,54

14,34

11,69
0,81
4,42
3,79
5,15
5,38
5,89

(%)

5,31
5,93
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:21

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
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Tirosina
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18370953

5979331
2,16E+08
17165964
71452828
43353677
1,43E+10
2,35E+09
3,86E+08
5,59E+09
5,75E+08
1,74E+09
1,29E+09
5,569E+09

Response

99751874
77740222
18286895
11540124
2,17E+08
19842591
74350325
42589248
1,42E+10
2,31E+09
4,39E+08

5,4E+09
6,14E+08
1,78E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

0,781 23521398
8,538 700306
14,464 14922865
9,297 1846480
29,443 2426785
11,003 3940011
21,647 23412866
20,418 3500665
5,618 2230008
17,037 11249783
14,927 1188147
10,355 5383631
18,696 2230008
19,673 9919796
AA Report
Dia 2_QCHigh6
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
26,54 3758484
13,612 5711067
0,831 21994094
19,395 595009
14,913 14557374
11,357 1747207
30,83 2411609
10,818 3936958
22,839 21838906
20,75 3388191
6,491 2188241
17,415 10489629
16,814 1112311
10,559 5405056

9,131
2,229
8,705
5,51
25,499
5,11
24,96
18,434
1,213
9,011
8,137
6,39
10,495
11,363

Calculated
Conc

15,037
7,888
9,758
5,14
8,98
6,763
26,701
5,011
26,346
18,734
1,385
9,214
9,19
6,519

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

115,09 0,1051
214,28 0,0478
147,18 0,1281
57,05 0,0314
129,12 0,3292
137,14 0,0701
113,16 0,2824
128,17 0,2363
131,19 0,0159
97,12 0,0875
87,08 0,0709
163,18 0,1043
101,11 0,1061
99,13 0,1126
Massa total(ug) 1,947
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1069
156,19 0,1232
115,09 0,1123
214,28 0,1101
147,18 0,1322
57,05 0,0386
129,12 0,3448
137,14 0,0687
113,16 0,2981
128,17 0,2401
131,19 0,0182
97,12 0,0895
87,08 0,0800
163,18 0,1064
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5,40
2,45
6,58
1,61
16,91
3,60
14,51
12,14
0,82
4,50
3,64
5,36
5,45
5,79

(%)

5,10
5,88
5,36
5,26
6,31
1,84
16,46
3,28
14,23
11,46
0,87
4,27
3,82
5,08



Treonina
Valina

Reprodutibilidade

BSA Dia 1
DIA 2
Total
Limeite de
deteccao Amostra
BSA (0,1
Hg)
BSA (0,2
Hg)
Linearidade
Target Compounds R2
Alanina 0,9991
Arginina 0,9980
Aspartico 0,9912
Cistina 0,9993
Fenilalanina 0,9977
Glicina 0,9994
Glutamico 0,9997

Slope

0
0

2,01
2,03

1,00
0,114

0,201

1,745
1,697
0,080
3,730
1,635
1,643
1,154

1,31E+09 Linear 19,428 2188241 10,91 nmol/mL 101,11 0,1103
5,49E+09 Linear 20,215 9365784 11,679 nmol/mL 99,13 0,1158
| Massa total(ug) 2,095 |
2 3 4 5 6 Meédia RSD(%) Erro(%)
2,37 1,96 1,92 1,95 2,03 2,04 8,14 101,94
1,96 2,36 1,91 1,95 2,10 2,05 8,00 102,48
2,04 7,70 102,21
2,00 3,00 Média (ug) DP CV (%) Acuracia (%)
0,108 0,102 0,108 0,006 5,51 108,3
0,201 0,198 0,20 0,002 0,84 100,10
Intercept Range(nmol/mL)
0,304 0.1-20
0,228 0.1-20
0,047 0.1-20
0,223 0.05-10
0,233 0.1-20
0,243 0.1-20
0,011 0.1-20
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Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Tirosina

Treonina

Valina

0,9977
0,9993
0,9998
0,9971
0,9987
0,9995
0,9996
0,9998
0,9992

1,876
0,860
1,104
5,096
1,857
1,792
1,593
1,766
1,709

1,420 0.1-10
0,169 0.2-40
0,063 0.1-20
-0,564 0.1-20
0,307 0.1-20
0,349 0.1-20
0,177 0.1-20
0,165 0.1-20

0,251

0.1-20
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Anexo C: Dados Brutos da quantificacao de BSA, soro de rato, Folha de Jatropha curcas e extrato de Saccharomyces cerevisiae

Vial Pos Drawer 1:Slot1:34

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:35

Target Compounds

Alanina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz

Response

1544850
3700696
701072
4985
3696100
664315
1832853
1292561
2,71E+08
31421750
38692320
2,04E+08
22088586
61121023
34985552
1,13E+08

Response

1247107

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear

AA Report

Folha_1

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
8,85 174560
4,577 808498
0,701 999875
0,06 83417
4,445 831458
8,942 74295
6,356 288374
2,764 467651
6,52 962843
3,569 268950
6,483 155167
5,781 1187038
4,093 129980
3,022 649447
5,862 155167
6,403 408915
AA Report
Folha_2
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
8,634 144440

Calculated
Conc

4,898
2,563
8,137
-0,044
2,577
5,294
5,497
0,717
7,38
3,175
1,383
2,949
2,09
1,787
3,226
3,599

Calculated
Conc

4,774

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0348

156,19 0,0400

115,09 0,0936

214,28 -0,0009

147,18 0,0379

57,05 0,0302

129,12 0,0710

137,14 0,0098

113,16 0,0835

128,17 0,0407

131,19 0,0181

97,12 0,0286

87,08 0,0182

163,18 0,0292

101,11 0,0326

99,13 0,0357

Massa total(ug) 0,603
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0339

138

(%)

5,77
6,64
15,53
-0,16
6,29
5,01
11,77
1,63
13,85
6,75
3,01
4,75
3,02
4,83
5,41
5,92

(%)

5,96



Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:37

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina

175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz

2516807
606368
2373
3779312
493936
1674371
1225827
2,43E+08
25705712
37879132
1,8E+08
17273305
55767588
28265116
86076647

Response

1481548
3184594
749359

0
3776568
584222
1893303
1361888
2,75E+08
26844428
42349800
2,03E+08
23516458

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

4,798 524604
0,641 945533
0,041 57844
4,546 831322
7,35 67200
6,019 278190
3,203 382763
6,523 854603
2,715 360197
6,932 135644
5,973 1130514
3,062 123928
3,138 555317
5,172 135644
5,481 350293

AA Report

Folha_3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

8,342 177609
4,28 744123
0,702 1067326
0 93074
4,102 920578
8,728 66938
5,863 322919
3,038 448217
6,158 972727
2,692 313536
5,78 177163
5,108 1357595
4,303 134164

2,693
7,391
-0,049
2,638
4,325
5,205
0,951
7,384
2,402
1,471
3,052
1,514
1,859
2,836
3,06

Calculated
Conc

4,607
2,388
8,148
-0,06
2,367
5,164
5,07
0,863
6,96
2,381
1,245
2,586
2,207

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

156,19 0,0421
115,09 0,0851
214,28 -0,0010
147,18 0,0388
57,05 0,0247
129,12 0,0672
137,14 0,0130
113,16 0,0836
128,17 0,0308
131,19 0,0193
97,12 0,0296
87,08 0,0132
163,18 0,0303
101,11 0,0287
99,13 0,0303
Massa total(ug) 0,570
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0327
156,19 0,0373
115,09 0,0938
214,28 -0,0013
147,18 0,0348
57,05 0,0295
129,12 0,0655
137,14 0,0118
113,16 0,0788
128,17 0,0305
131,19 0,0163
97,12 0,0251
87,08 0,0192
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7,38
14,93
-0,18

6,82

4,33
11,80

2,29
14,67

5,41

3,39

5,20

2,31

5,33

5,03

5,33

(%)

5,81
6,62
16,65
-0,23
6,18
5,23
11,62
2,10
13,98
5,42
2,90
4,46
3,41



Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:29

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:31

182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

58212698 Linear 2,821 589483
36834022 Linear 5,027 177163
1,2E+08 Linear 6,171 447691
AA Report
File Name Levedura_1
Average RF/
Response Curve Type Response ISTD Height
Ratio
47895724 Linear 9,142 5238902
55053905 Linear 7,018 7844312
15133132 Linear 0,449 33688928
30507 Linear 0,035 876702
76805568 Linear 3,417 22477784
24340688 Linear 9,594 2537191
52173621 Linear 12,26 4255658
14901513 Linear 2,821 5282598
5,98E+09 Linear 6,374 32792671
1,3E+09 Linear 7,912 4846248
47657155 Linear 0,403 3825441
2,11E+09 Linear 4,458 16482279
3,69E+08 Linear 7,02 1535325
8,27E+08 Linear 2,592 10500998
6,35E+08 Linear 5,377 3825441
2,56E+09 Linear 6,975 12669490
AA Report
File Name Levedura_2

1,66
2,754
3,464

Calculated
Conc

5,066
4,002
5
-0,051
1,948
5,69
10,612
0,747
7,21
7,108
0,19
2,236
3,724
1,516
2,952
3,934

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

163,18 0,0271
101,11 0,0278
99,13 0,0343
Massa total(ug) 0,563 |
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0360
156,19 0,0625
115,09 0,0575
214,28 -0,0011
147,18 0,0287
57,05 0,0325
129,12 0,1370
137,14 0,0102
113,16 0,0816
128,17 0,0911
131,19 0,0025
97,12 0,0217
87,08 0,0324
163,18 0,0247
101,11 0,0298
99,13 0,0390
Massa total(ug) 0,686

140

4,81
4,94
6,10

(%)

5,25
9,11
8,39
-0,16
4,18
4,73
19,97
1,49
11,89
13,27
0,36
3,16
4,73
3,60
4,35
5,68



Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:32

Target Compounds

Alanina

Arginina

Aspartico

Cistina
Fenilalanina
Glicina

Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz

Response

57633956
65745304
16687403

16106
82565185
26176549
56423591
22272598
7,08E+09
1,67E+09
68770369
2,49E+09
3,91E+08
8,74E+08
6,68E+08
2,98E+09

Response

54995956
62797278
15417896

12713
82999425
24790672
51647261
15741429
7,04E+09

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
9,089 6341054
7,257 9059471
0,446 37436316
0,012 1356877
3,395 24318962
9,556 2739159
11,777 4790895
3,471 6416551
6,398 38338220
8,085 5898528
0,562 3890177
4,463 19025906
6,134 1984847
2,555 10543680
5,461 3890177
7,007 14314149
AA Report
Levedura_3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

9,093 6048157
7,08 8869182
0,414 37257114
0,01 1294829
3,462 23974542
9,381 2642710
11,449 4510903
2,691 5849090
6,377 37763830

Calculated
Conc

5,035
4,143
4,957
-0,057
1,934
5,668
10,194
1,094
7,239
7,265
0,221
2,239
3,229
1,493
3
3,952

Calculated
Conc

5,037
4,038
4,56
-0,057
1,975
5,561
9,91
0,678
7,215

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0358

156,19 0,0647

115,09 0,0571

214,28 -0,0012

147,18 0,0285

57,05 0,0323

129,12 0,1316

137,14 0,0150

113,16 0,0819

128,17 0,0931

131,19 0,0029

97,12 0,0217

87,08 0,0281

163,18 0,0244

101,11 0,0303

99,13 0,0392

Massa total(ug) 0,685
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,0358

156,19 0,0631

115,09 0,0525

214,28 -0,0012

147,18 0,0291

57,05 0,0317

129,12 0,1280

137,14 0,0093

113,16 0,0816

141

(%)

5,22
9,44
8,32
0,18
4,15
4,72
19,20
2,19
11,95
13,59
0,42
3,17
4,10
3,55
4,43
5,72

(%)

5,36
9,45
7,86
-0,18
4,35
4,75
19,17
1,39
12,23



Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:31

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

147.1128 mz 1,53E+09
150.0583 mz 1,13E+08
116.0710 mz 2,42E+09
106.0504 mz 3,59E+08
182.0812 mz 8,1E+08
120.0658 mz 6,33E+08
118.0866 mz 2,89E+09
File Name
Quan Peak Response Curve Type
90.0557 mz 37681606 Linear
175.1189 mz 62435861 Linear
134.0448 mz 9503349 Linear
241.0305 mz 238850 Linear
166.0863 mz 1,17E+08 Linear
76.0403 mz 18818687 Linear
148.0604 mz 21663250 Linear
156.0755 mz 29263991 Linear
132.1020 mz 5,54E+09 Linear
147.1128 mz 6,83E+08 Linear
150.0583 mz 4,94E+08 Linear
116.0710 mz 3,53E+09 Linear
106.0504 mz 3,74E+08 Linear
182.0812 mz 1,21E+09 Linear
120.0658 mz 5,18E+08 Linear
118.0866 mz 2,44E+09 Linear

Linear 7,806 5453667
Linear 0,969 3647474
Linear 4,477 18190044
Linear 6,237 1831815
Linear 2,577 9755632
Linear 5,447 3647474
Linear 6,921 13964303
AA Report
Folha_trip_1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

24,113 1562729

9,43 6621125

1,222 7776968

0,44 542542

11,002 10656051

29,019 648493

11,2 1934141

9,652 3031961

22,514 7537294

5,181 2982872

19,454 686133

22,825 4808331

20,864 488156

8,018 4038938

20,368 686133

24,204 3049251

7,012
0,301
2,246
3,287
1,507
2,991
3,902

Calculated
Conc

14,492
6,218
20,997
0,153
6,585
18,287
23,252
4,44
27,017
12,213
2,128
12,23
11,499
5,359
11,777
14,426

nmol/mL 128,17 0,0899
nmol/mL 131,19 0,0039
nmol/mL 97,12 0,0218
nmol/mL 87,08 0,0286
nmol/mL 163,18 0,0246
nmol/mL 101,11 0,0302
nmol/mL 99,13 0,0387
Massa total(ug) 0,668

Units Mass of aminoacid masa(ug)
nmol/mL 71,08 0,1030
nmol/mL 156,19 0,0971
nmol/mL 115,09 0,2417
nmol/mL 214,28 0,0033
nmol/mL 147,18 0,0969
nmol/mL 57,05 0,1043
nmol/mL 129,12 0,3002
nmol/mL 137,14 0,0609
113,16 0,3057

nmol/mL 128,17 0,1565
nmol/mL 131,19 0,0279
nmol/mL 97,12 0,1188
nmol/mL 87,08 0,1001
nmol/mL 163,18 0,0874
nmol/mL 101,11 0,1191
nmol/mL 99,13 0,1430
Massa total(ug) 2,066

142

13,46
0,59
3,27
4,29
3,68
4,53
5,79

(%)

4,99
4,70
11,70
0,16
4,69
5,05
14,53
2,95
14,80
7,58
1,35
5,75
4,85
4,23
5,76
6,92



Vial Pos Drawer 1:Slot1:32

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:33

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz

Response

40292704
87020401
11575125
330267
1,22E+08
19440060
24749058
35910078
5,86E+09
7,89E+08
5,23E+08
3,75E+09
4,19E+08
1,3E+09
5,61E+08
2,62E+09

Response

44337767
91505011
13527097

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear

AA Report

Folha_trip_2
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

23,221 1735197
9,669 8999963

1,371 8442195

0,396 833544
10,309 11807318
28,134 690978
11,044 2241039
8,949 4012851
21,617 8462291
5,045 3555439
18,727 752475
21,557 5650902
19,984 552557
7,907 4329636

20,09 752475
23,722 3328774

AA Report
Folha_trip_3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

24,156 1835479
10,061 9094668
1,598 8467535

Calculated

Conc Units
13,953 nmol/mL
6,381 nmol/mL
23,528 nmol/mL

0,14 nmol/mL
6,176 nmol/mL
17,725 nmol/mL
22,929 nmol/mL
4,109 nmol/mL
25,929
11,897 nmol/mL
2,049 nmol/mL
11,542 nmol/mL
11,014 nmol/mL
5,283 nmol/mL
11,615 nmol/mL
14,135 nmol/mL

Calculated Units

Conc
14,518 nmol/mL

6,65 nmol/mL
27,373 nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,0992

156,19 0,0997

115,09 0,2708

214,28 0,0030

147,18 0,0909

57,05 0,1011

129,12 0,2961

137,14 0,0564

113,16 0,2934

128,17 0,1525

131,19 0,0269

97,12 0,1121

87,08 0,0959

163,18 0,0862

101,11 0,174

99,13 0,1401

Massa total(ug) 2,042

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1032

156,19 0,1039

115,09 0,3150
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(%)

4,86
4,88
13,26
0,15
4,45
4,95
14,50
2,76
14,37
7,47
1,32
5,49
4,70
4,22
5,75
6,86

(%)

4,73
4,76
14,43



Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:25

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina

241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz

113665
1,32E+08
20901048
26179109
37629281
6,45E+09
8,78E+08
5,71E+08
4,18E+09
4,64E+08
1,45E+09
6,38E+08
2,81E+09

Response

29220766
91908540
5101237
53971
87501732
11382047
14006574
26009298
3,82E+09
5,14E+08
7,34E+08
2,61E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

0,125 908358
10,656 12393496
30,59 683274
11,706 2236411
9,405 4001130
22,897 8496418
5,578 3436486
18,767 744961
22,481 5758323
21,195 567336
8,303 4451467
20,969 744961
24,497 3372849
AA Report
Lev_trip_1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
28,688 1018555
13,864 6629464
0,932 5470556
0,116 467003
11,777 7429641
32,869 346281
9,869 1419261
7,368 3529911
24,017 5370380
4,954 2549257
48,373 443748
23,42 3731338

0,061
6,381
19,286
24,295
4,323
27,481
13,137
2,053
12,043
11,682
5,552
12,126
14,603

Calculated
Conc

17,259
9,248
16,081
0,058
7,042
20,735
20,505
3,364
28,841
11,685
5,282
12,553

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

214,28 0,0013
147,18 0,0939
57,05 0,1100
129,12 0,3137
137,14 0,0593
113,16 0,3110
128,17 0,1684
131,19 0,0269
97,12 0,1170
87,08 0,1017
163,18 0,0906
101,11 0,1226
99,13 0,1448
Massa total(ug) 2,183
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1227
156,19 0,1444
115,09 0,1851
214,28 0,0012
147,18 0,1036
57,05 0,1183
129,12 0,2648
137,14 0,0461
113,16 0,3264
128,17 0,1498
131,19 0,0693
97,12 0,1219

144

0,06
4,30
5,04
14,37
2,72
14,24
7,71
1,23
5,36
4,66
4,15
5,62
6,63

(%)

5,76
6,79
8,70
0,06
4,87
5,56
12,44
2,17
15,34
7,04
3,26
5,73



Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:26

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

106.0504 mz 2,26E+08
182.0812 mz 1,03E+09
120.0658 mz 3,17E+08
118.0866 mz 1,565E+09
Quan Peak Response
90.0557 mz 41483406
175.1189 mz 1,25E+08
134.0448 mz 6488893
241.0305 mz 177332
166.0863 mz 1,15E+08
76.0403 mz 15243089
148.0604 mz 19091227
156.0755 mz 30993151
132.1020 mz 5,22E+09
147.1128 mz 6,77E+08
150.0583 mz 9E+08
116.0710 mz 3,45E+09
106.0504 mz 2,98E+08
182.0812 mz 1,28E+09
120.0658 mz 4,1E+08
118.0866 mz 2,2E+09

Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

20,149 318322 11,106 nmol/mL
9,969 3005046 6,682 nmol/mL
20,881 443748 12,075 nmol/mL
24,811 2084806 14,793 nmol/mL
AA Report
Lev_trip_2
Average RF/
Resgonse ISTD Height Cal(::u;t;t‘:ad
Ratio
32,667 1269871 19,665
15,46 8102855 10,339
1,014 6401440 17,459
0,308 575829 0,114
12,299 9349789 7,35
34,098 447042 21,516
11,39 1676156 23,643
8,395 3691785 3,848
27,925 6178281 33,581
5,651 3036296 13,309
50,861 532429 5,553
26,459 4455569 14,201
21,46 409361 11,828
11,542 3187299 7,75
23,184 532429 13,413
28,715 2498626 17,154
AA Report

87,08 0,0967

163,18 0,1090

101,11 0,1221

99,13 0,1466

Massa total(ug) 2,128
Units aMr:is:\Zg::i d masa(ug)
nmol/mL 71,08 0,1398
nmol/mL 156,19 0,1615
nmol/mL 115,09 0,2009
nmol/mL 214,28 0,0024
nmol/mL 147,18 0,1082
nmol/mL 57,05 0,1227
nmol/mL 129,12 0,3053
nmol/mL 137,14 0,0528
113,16 0,3800

nmol/mL 128,17 0,1706
nmol/mL 131,19 0,0728
nmol/mL 97,12 0,1379
nmol/mL 87,08 0,1030
nmol/mL 163,18 0,1265
nmol/mL 101,11 0,1356
nmol/mL 99,13 0,1700
Massa total(ug) 2,390

145

4,54
5,12
5,74
6,89

(%)

5,85
6,76
8,41
0,10
4,53
5,14
12,77
2,21
15,90
7,14
3,05
5,77
4,31
5,29
5,67
7,11



Vial Pos Drawer 1:Slot1:27

Target Compounds

Alanina
Arginina
Arpartico
Cistina
Fenilamina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:19

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz

Response

42073213
1,14E+08
6515293
136659
1,21E+08
16932400
18775168
29415365
5,563E+09
6,67E+08
9,74E+08
3,51E+09
3,25E+08
1,37E+09
4,53E+08
2,27E+09

Response

47127209
1,1E+08
12699514
8500654

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear

Lev_trip_3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
28,625 1469796
14,122 8082115
0,889 7326985
0,212 643288
11,65 10401642
32,821 515903
10,362 1811866
7,767 3787388
24,935 7042526
4,975 3274226
44,993 618762
23,306 5034321
19,906 450245
10,348 3653847
20,937 618762
25,398 2784885
AA Report
Soro_trip_1
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

25,152 1873683
11,486 9563512
1,436 8843806
6,777 1254329

Calculated
Conc

17,221
9,425
15,347
0,086
6,967
20,705
21,5623
3,652
29,954
11,732
4,913
12,491
10,972
6,94
12,107
15,148

Calculated
Conc

15,121
7,623
24,63
1,991

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,1224
156,19 0,1472
115,09 0,1766
214,28 0,0018
147,18 0,1025
57,05 0,1181
129,12 0,2779
137,14 0,0487
113,16 0,3390
128,17 0,1504
131,19 0,0645
97,12 0,1213
87,08 0,0955
163,18 0,1132
101,11 0,1224
99,13 0,1502
Massa total(ug) 2,152
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 0,1075
156,19 0,1191
115,09 0,2835
214,28 0,0427

146

(%)

5,69
6,84
8,21
0,09
477
5,49

12,91
2,26

15,75
6,99
3,00
5,64
4,44
5,26
5,69
6,98



Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot2:28

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina

166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz

1,61E+08
14065276
24802893
46119439
6,06E+09
9,17E+08
9,13E+08
4,42E+09
5,91E+08
2,04E+09
8,14E+08
2,85E+09

Response

1877367
45366352
407605
1215869
20557481
582018
1573418
0
2,16E+08
56195070
68770350
4,4E+08
18156769

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

12,612
18,129
10,923
10,816
20,288

5,637
24,841

22,11
23,847

10,92
22,157
23,178

Average RF/
Response
Ratio

0
12,305
0,931
7,918
19,72
17,311
6,249
0
20,73
2,936
75,687
24,254
88,033

12757196
775834
2270752
4264019
8602543
3438753
800697
5882369
574847
4499095
800697
3424467

AA Report

Soro_trip_3

ISTD Height

0
3686941
437640
153564
1042460
33620
251790
1390880
479159
772351
33834
806476
8411

7,534
11,363
22,679
4,988
24,317
13,276

2,716
11,842
13,142

7,327
12,816
13,806

Calculated
Conc

-0,088
8,183
16,062
2,322
11,725
10,843
13,034
-0,105
24,853
6,983
8,26
13,005
48,5

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

5,07
2,97
13,40
3,13
12,59
7,78
1,63
5,26
5,24
5,47
5,93
6,26

147,18 0,1109
57,05 0,0648
129,12 0,2928
137,14 0,0684
113,16 0,2752
128,17 0,1702
131,19 0,0356
97,12 0,1150
87,08 0,1144
163,18 0,1196
101,11 0,1296
99,13 0,1369
Massa total(ug) 2,186
Mass of aminoacid masa(ug)
71,08 -0,0006
156,19 0,1278
115,09 0,1849
214,28 0,0498
147,18 0,1726
57,05 0,0619
129,12 0,1683
137,14 -0,0014
113,16 0,2812
128,17 0,0895
131,19 0,1084
97,12 0,1263
87,08 0,4223

147

(%)

-0,03
5,80
8,40
2,26
7,84
2,81
7,64

-0,07

12,77
4,06
4,92
5,74

19,18



Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:20

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:10

182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

1,89E+08
24044030
72606763

Response

56680918
1,65E+08
16488574
13883395
1,93E+08
15648082
32398188
68465695
7,91E+09
1,22E+09

1,1E+09

5,8E+09
7,08E+08
2,52E+09
1,02E+09
3,66E+09

Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

11,659 648704 7,829

26,462 33834 15,319
21,759 154951 12,948
AA Report
Soro_trip_2

Average RF/

Response  ISTD Height Calculated
Ratio Conc
35,397 1601282 21.315
16,978 9697370 11,376
2,11 7814799 36,073
13,223 1049937 3,861
23,093 8362636 13,713
24,654 634712 15,512
15,909 2036506 32,969
15,406 4443981 7,149
30,21 7379582 36,353
8,195 3175587 19,235
35,265 701817 3,852
31,881 5306902 17,143
32,71 491384 18,025
15,45 3815765 10,401
32,622 701817 18,899
33,43 3053527 20,004
AA Report
BSA_1

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

163,18 0,1278

101,11 0,1549

99,13 0,1284

Massa total(ug) 2,202 |
Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1515

156,19 0,1777

115,09 0,4152

214,28 0,0827

147,18 0,2018

57,05 0,0885

129,12 0,4257

137,14 0,0980

113,16 0,4114

128,17 0,2465

131,19 0,0505

97,12 0,1665

87,08 0,1570

163,18 0,1697

101,11 0,1911

99,13 0,1983

Massa total(ug) 3,232

148

5,80
7,03
5,83

(%)

4,69
5,50
12,84
2,56
6,24
2,74
13,17
3,03
12,73
7,63
1,56
5,15
4,86
5,25
5,91
6,14



Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:11

Target Compounds

Alanina

Arginina

Aspartico

Cistina
Fenilalanina
Glicina

Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz

Response

52193973
1,32E+08
11984447
17858647
2,01E+08

9670462
32714246
61417627
8,06E+09
1,43E+09
5,73E+08
3,93E+09
5,07E+08
2,22E+09
8,46E+08
2,95E+09

Response

53703565
1,28E+08
12092284
16074093
1,94E+08

9707043
33068455
61511641

7,6E+09

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio

29,1 1793593
12,783 10323066
1,152 10399759
19,216 929380
13,911 14442842
9,424 1026196
12,293 2661165
13,448 4566898
23,473 10046115
7,961 4017944
13,462 1010845
19,008 6192078
16,758 724826
10,634 5123060
19,88 1010845
20,987 4117266

AA Report

BSA_2
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

28,801 1864647
11,72 10963049
1,176 10284801
14,903 1078546
13,248 14677715
9,432 1029141
12,563 2632228
12,889 4772424
21,798 10404787

Calculated
Conc

17,508
8,51
19,815
5,6
8,3
5,828
25,508
6,227
28,18
18,689
1,475
10,159
9,237
7,133
11,493
12,481

Calculated
Conc

17,327
7,783
20,211
4,349
7,909
5,834
26,064
5,964
26,148

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1244

156,19 0,1329

115,09 0,2281

214,28 0,1200

147,18 0,1222

57,05 0,0332

129,12 0,3294

137,14 0,0854

113,16 0,3189

128,17 0,2395

131,19 0,0194

97,12 0,0987

87,08 0,0804

163,18 0,1164

101,11 0,1162

99,13 0,1237

Massa total(ug) 2,289

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1232

156,19 0,1216

115,09 0,2326

214,28 0,0932

147,18 0,1164

57,05 0,0333

129,12 0,3365

137,14 0,0818

113,16 0,2959

149

(%)

5,44
5,81
9,96
5,24
5,34
1,45
14,39
3,73
13,93
10,47
0,85
4,31
3,51
5,09
5,08
5,41

(%)

5,62
5,54
10,61
4,25
5,31
1,52
15,35
3,73
13,50



Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:12

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:13

147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

1,4E+09
5,97E+08
3,84E+09
4,89E+08
2,17E+09
8,17E+08
2,95E+09

Response

52289857
1,34E+08
12277214
15300633
1,96E+08

9495342
31618545
62125039
7,94E+09
1,44E+09
6,06E+08
3,99E+09
4,85E+08
2,19E+09
8,23E+08
3,01E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

7,698 4056991
14,075 1024668
17,718 6568549
15,477 753089
10,123 5258046
19,267 1024668
19,797 4269309

AA Report
BSA_3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
28,678 1823374
12,869 10426253

1,223 10035116
14,822 1032271
13,528 14498931

9,925 956734
12,552 2518980
13,731 4524488
23,642 9915170

8,154 3929960
14,592 984388
19,161 6362559
16,493 694032

10,59 5174705
19,825 984388
21,953 3956630

AA Report
BSA_triP_1

18,077
1,542
9,459
8,532
6,787

11,137

11,762

Calculated
Conc

17,252
8,568
21,021
4,325
8,074
6,147
26,042
6,36
28,386
19,139
1,598
10,242
9,091
7,104
11,461
13,066

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

128,17 0,2317

131,19 0,0202

97,12 0,0919

87,08 0,0743

163,18 0,1108

101,11 0,1126

99,13 0,1166

Massa total(ug) 2,192

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1226

156,19 0,1338

115,09 0,2419

214,28 0,0927

147,18 0,1188

57,05 0,0351

129,12 0,3363

137,14 0,0872

113,16 0,3212

128,17 0,2453

131,19 0,0210

97,12 0,0995

87,08 0,0792

163,18 0,1159

101,11 0,1159

99,13 0,1295

Massa total(ug) 2,296

150

10,57
0,92
4,19
3,39
5,05
5,14
5,32

(%)

5,34
5,83
10,54
4,04
5,18
1,53
14,65
3,80
13,99
10,68
0,91
4,33
3,45
5,05
5,05
5,64



Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:14

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz

Response

49661912
1,14E+08
13068915
9639115
1,83E+08
8736573
29489150
49929920
7,15E+09
1,23E+09
4,61E+08
3,83E+09
4,51E+08
2E+09
7,34E+08
2,76E+09

Response

56427753
1,52E+08
15200327

9545160
2,04E+08

9449490
34610062

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

Average RF/

Response ISTD Height
Ratio
29,522 1682213
11,973 9508260
1,39 9403003
8,444 1141475
13,701 13377587
9,791 892349
12,896 2286680
13,231 3773698
23,262 8879095
7,948 3362250
12,507 833849
19,75 5876589
16,559 626829
10,443 4529881
19,889 833849
21,355 3724581
AA Report
BSA_triP_2
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio

29,04 1943087
14,455 10494575
1,648 9221704
7,745 1232453
15,079 13520596
10,922 865151
14,621 2367168

Calculated
Conc

17,763
7,956
23,847
2,475
8,176
6,061
26,752
6,125
27,925
18,659
1,371
10,562
9,128
7,004
11,498
12,703

Calculated
Conc

17,471
9,652
28,235
2,272
8,988
6,781
30,311

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Mass of aminoacid

masa(ug) (%)

71,08 0,1263 5,55
156,19 0,1243 5,46
115,09 0,2745 12,07
214,28 0,0530 2,33
147,18 0,1203 5,29

57,05 0,0346 1,52
129,12 0,3454 15,19
137,14 0,0840 3,69
113,16 0,3160 13,90
128,17 0,2392 10,52
131,19 0,0180 0,79

97,12 0,1026 4,51

87,08 0,0795 3,50
163,18 0,1143 5,03
101,11 0,1163 5,11

99,13 0,1259 5,54

Massa total(ug) 2,274

Mass of aminoacid

71,08
156,19
115,09
214,28
147,18

57,05
129,12

masa(ug) (%)

0,1242 4,78
0,1508 5,81
0,3250 12,52
0,0487 1,88
0,1323 5,10
0,0387 1,49
0,3914 15,07
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Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina

Metionina

Prolina

Serina

Tirosina

Treonina

Valina

Vial Pos Drawer 1:Slot1:15

Target Compounds

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamico
Histidina
Leucina/lsoleucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina

156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

Quan Peak

90.0557 mz
175.1189 mz
134.0448 mz
241.0305 mz
166.0863 mz

76.0403 mz
148.0604 mz
156.0755 mz
132.1020 mz
147.1128 mz
150.0583 mz
116.0710 mz
106.0504 mz
182.0812 mz
120.0658 mz
118.0866 mz

66901251
8,565E+09
1,51E+09
5,11E+08
4,31E+09
5,19E+08
2,29E+09
8,43E+08
3,15E+09

Response

47837465
1,01E+08
11968147
10304973
1,71E+08

8236078
25826441
45624682
6,82E+09
1,14E+09
4,24E+08
3,55E+09
4,11E+08
1,83E+09
6,81E+08
2,53E+09

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

File Name

Curve Type

Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear
Linear

15,246 4388003
27,889 8929251
9,19 3620917
14,016 851727
21,241 6087282
18,873 644971
11,885 4670429
23,14 851727
24,668 3622423
AA Report
BSA_triP_3
Average RF/
Response ISTD Height
Ratio
25,788 1854996
11,977 8474863
1,3 9205507
9,016 1142981
13,648 12538304
9,748 844894
11,778 2192803
12,593 3622884
22,651 8865416
7,584 3173338
12,303 766637
18,136 5821970
15,976 602253
9,827 4399505
19,736 766637
20,265 3576917

7,074
33,538
21,554

1,535
11,371
10,403

7,982
13,388
14,707

Calculated
Conc

15,505
7,958
22,323
2,641
8,145
6,034
24,444
5,825
27,184
17,812
1,349
9,686
8,806
6,586
11,409
12,045

nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

Units

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL
nmol/mL

137,14 0,0970

113,16 0,3795

128,17 0,2763

131,19 0,0201

97,12 0,1104

87,08 0,0906

163,18 0,1303

101,11 0,1354

99,13 0,1458

Massa total(ug) 2,596

Mass of aminoacid masa(ug)

71,08 0,1102

156,19 0,1243

115,09 0,2569

214,28 0,0566

147,18 0,1199

57,05 0,0344

129,12 0,3156

137,14 0,0799

113,16 0,3076

128,17 0,2283

131,19 0,0177

97,12 0,0941

87,08 0,0767

163,18 0,1075

101,11 0,1154

99,13 0,1194

Massa total(ug) 2,164
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3,74
14,62
10,64

0,78

4,25

3,49

5,02

5,21

5,62

(%)

5,09
5,74
11,87
2,61
5,54
1,59
14,58
3,69
14,21
10,55
0,82
4,35
3,54
4,97
5,33
5,52



BSA

BSA Trip

Soro

Soro trip
Levedura
Levedura Trip
Folha

Folha Trip

Volume de
amostra
(uL)
4,00
8,00
2,00
10,00
2,00
18,00
5,65
10,00

Massa de proteinas

encontrada (ug)

1

2,26
2,24
2,92
2,15
0,69
2,10
0,60
2,03

2,16
2,55
3,46
2,02
0,69
2,36
0,57
2,00

2,26
2,13
2,96
2,36
0,67
2,13
0,56
2,14

Média(ug)

2,23
2,31
3,11
2,18
0,68
2,20
0,58
2,06

DP

0,06
0,22
0,30
0,17
0,01
0,14
0,02
0,07

RSD(%)

2,59
9,44
9,66
7,88
1,55
6,48
3,70
3,58

Massa

corrigida Concentragdo(mg/mL)

(ug)*
4,45
4,61
6,23
4,35
0,68
4,39
0,58
4,11

2,227
1,153
6,227
0,871
6,798
0,488
2,048
0,823
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