, - XXXIl Congresso de

~- 3. Iniciagdo Cientifica

Unicamp

%,

g
W

5, P{@
Estudo da estabilidade de materiais certificados de referéncia

utilizados em analises toxicolégicas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccao por arranjo de diodos (CLAE-DAD)

Palavras-Chave: materiais certificados, estabilidade, cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccgao por arranjo de diodos (CLAE-DAD), analises toxicolégicas

Autores(as):

Laura de Souza Borbi - UNICAMP - FCF e CIATox

Leonardo Costalonga Rodrigues (coorientador) - UNICAMP - FCM e CIATox
Kaué de Oliveira Chinaglia - UNICAMP - FCM e CIATox

Prof. Dr. José Luiz da Costa (orientador) - UNICAMP - FCF e CIATox

INTRODUCAO:

Comumente chamados de padrbes analiticos, os materiais de referéncia certificados
(MRC), materiais de referéncia (MR) e padrbes de trabalho (ou materiais de controle) séo
extensamente utilizados para calibracido de aparelhos e métodos analiticos; atribuicao de
valores a outros materiais; avaliacdo da qualidade dos procedimentos; e controle de
qualidade interno e externo de laboratorios. Variam sobretudo conforme sua origem e
caracterizagao metroldgica, e a escolha do material a ser usado é dependente do propdsito
requerido.

O uso desses materiais € fundamental para garantir a confiabilidade da medigao e,
assim, sua reprodutibilidade, visto que sao idénticos ou semelhantes ao analito de interesse
e possuem determinada propriedade bem estabelecida, como os valores de concentragéo e
pureza. Além disso, o uso de Materiais de Referéncia é requerido para obtencao e
manutencao da acreditacdo do laboratério pela ISO 17025, norma que define os requisitos
para laboratérios de ensaios e calibragdo atestar sua competéncia técnica e, assim, a
qualidade de seus resultados.

Uma vez que a maioria das empresas credenciadas para fornecimento de MRC sao
internacionais, para a obtencido e uso dos padrdes analiticos, € preciso importa-los, o que
torna o processo custoso e demorado. Os parametros como homogeneidade e estabilidade
sdo caracteristicas fundamentais para materiais de referéncia e seus fabricantes devem
apresentar tais dados na certificagdo do material, segundo os guias 31 e 34 da ISO. Assim,
precisam declarar o prazo de validade, considerando a instabilidade apds longo tempo de
armazenamento, inclusive ap6s aberto, bem como sua medida de incerteza. Entretanto, a
auséncia de boas praticas de laboratdrio, bem como armazenamento incorreto dos MR,
pode levar a alteracdo dos dados fornecidos na certificacdo do material, quanto a sua

estabilidade.

XXXII Congresso de Iniciagdo Cientifica da UNICAMP — 2024 1



Uma vez que, para assegurar a qualidade de métodos analiticos, inclusive durante
as andlises toxicologicas, é necessaria a utilizacdo de materiais de referéncia, estes que
garantem a confiabilidade e reprodutibilidade de diversos métodos analiticos, faz-se
necessario avaliar a estabilidade dos mesmos. Por isso, esse trabalho buscou avaliar a
estabilidade desses padrbes através de analises realizadas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccao por arranjo de diodos (CLAE-DAD).

METODOLOGIA:

Cada material de referéncia teve um método Unico, desenvolvido para a analise de
sua estabilidade, cada um foi desenvolvido com base na literatura e em suas propriedades

fisico-quimicas. A descricdo de cada método esta ilustrada na tabela 1.

Tabela 1. Condigdes analitico-instrumentais dos métodos de acordo com cada analito estudado.

: Tempo de - Temperatura Absorcdo  Volume de Pressdo
Analito . Eluicao % B  Fluxo Q e S
corrida coluna (°C) {nm} injecdo (ul} inicial (bar}
6-acetilmorfina 6,5 Isocratico 20 0,5 40 284 0,5 193
7-COOH-CBD 8 Isocratico 70 0,5 40 220 p | 214
7-OH-CBD 8 Isocratico 75 0,5 40 220 1 201
Acetaminofeno 8 Isocratico 15 0,5 40 244 0,5 184
Benzoilecgonina 8 Isocratico 30 0,5 40 232 1 222
Clorpromazina 13 Gradiente (inicio em 5% de B, indo até 95%) NA 0,5 40 249 i | 154
Clozapina 7 Isocratico 45 0,5 40 292 0,5 240
Desipramina 9 Gradiente (inicio em 15% de B, indo até 90%) NA 0,5 40 251 1 185
Imipramina 9 Gradiente (inicio em 15% de B, indo até 90%) NA 0,5 40 250 1 184
Lamotrigina 10 Gradiente (inicio em 10% de B, indo até 40%) NA 0,5 40 292 2 169
N-desmetilclozapina 10 Gradiente (inicio em 10% de B, indo até 60%) NA 0,5 40 293 0,5 170
Olanzapina 10 Gradiente (inicio em 15% de B, indo até 90%) NA 0,5 40 259 0,5 184
Propilparabeno 10,5 Isocratico 60 0,5 40 254 i | 233
Zolpidem 8 Gradiente (inicio em 15% de B, indo até 90%)} NA 0,5 40 296 1 184
Zolpidem-COOH 8 Gradiente (inicio em 15% de B, indo até 90%) NA 0,5 40 296 d 185

*%B porcentagem inicial de fase mével B; NA néo aplicdvel

A analise de cada analito foi realizada durante intervalos de tempo, sendo eles 15,
30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 dias. Assim, caso a diferenga da area inicial
e da area do dia tenha sido de, no maximo, +-20%, é possivel determinar que o padrao
encontra-se estavel para aquele periodo.

Antes de cada analise das substancias de interesse, uma solugéo de propilparabeno
foi injetada no sistema, para verificagdo do funcionamento adequado do equipamento e,
assim, da robustez do método ja que os parabenos sao utilizados como conservantes em
formulagdes farmacéuticas, como medicamentos e cosmeéticos, visto que apresentam
estabilidade bem conhecida. Desse modo, foi possivel avaliar, através da variacdo nas
areas obtidas em diferentes tempos, se existiu algum problema intrinseco ao material de

referéncia ou ao equipamento analitico que possa ter atrapalhado a analise de estabilidade.
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Apoés esse procedimento, o analito foi injetado conforme as especificagdes de seu
método, em quadruplicata, com uma mistura de fases moveis, sendo agua (A) e metanol
(B), ambas contendo 0,1% de acido férmico (v/v) e 2 mmol/L de formiato de aménio. O
resultado das areas obtidas foi compilado em uma planilha para analise de sua estabilidade.

A figura 1 contém um esquema ilustrativo do processo descrito.
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Figura 1. Esquema demonstrativo para o processo de andlise de estabilidade de cada analito.

Criado com BioRender.com

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Apods 300 dias, foi possivel identificar se cada analito se manteve estavel ou nao,
sendo considerado estavel aquele que manteve diferenca de area absoluta inicial e final em
até +- 20%. Com excecdo da N-desmetilclozapina, todos mantiveram-se estaveis, com
variacdes inferiores a +- 20%, como ilustrado na Figura 2.

Em suma, pbdde-se observar que, apoés 300 dias de analise, a maior variacao
registrada na area da 6-acetilmorfina, clozapina e olanzapina foi de 11,0%, 11,1%, e 12,7%,
respectivamente. Ja o 7-OH-CBD, 7-COOH-CBD e benzoilecgonina apresentaram alteracao
de 7,9%, 6,5% e 1,6%, respectivamente. Para clorpromazina, desipramina e imipramina, foi
de 3,3%, 6,4%, e 6,9%. Para o zolpidem e zolpidem-COOH houve alteragdo na area de
2,8% e 17,9%, respectivamente. E por fim, para o acetaminofeno, lamotrigina e
N-desmetilclozapina houve alteracdo na area de 2,9%, 8,4% e 23,4%, respectivamente.
Sendo assim, com excecado da N-desmetilclozapina que se apresentou instavel no 60° dia
de experimento, todos os demais analitos apresentam-se estaveis durante os 300 dias de

analise.
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Figura 2. Grafico da maior variagado em porcentagem de todos os analitos.

CONCLUSAO:

Por meio deste trabalho, foi possivel realizar a analise da estabilidade de quatorze
analitos, por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por arranjo de
diodos (CLAE-DAD). A eluicdo dos analitos foi realizada com uma mistura de fases moveis,
em condigbes distintas, sendo que sete analitos foram eluidos em modo isocratico, e os
outros sete através do método de gradiente. Destes, treze analitos se mostraram estaveis
ap6s os 300 dias de avaliacdo, com excecido da N-desmetilclozapina que, apds 60 dias,

apresentou decaimento da area acima de 20% em relagao a area inicial.
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