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Optimization and Validation of the Methodology for the Determination of 5-
Hydroxymethylfurfural on Anticoagulants Solutions and Preservers of Bags of Blood by
Liquid Chromatography High Efficiency

Abstract: Anticoagulant and preserving solutions are designed to maintain the viability of blood and blood
components. Plastic bags used for human blood storage are classified as Class Ill product for health. The RDC
No. 35 of June 12, 2014 is the legislation that describes the quality control of blood units in Brazil. According
to the resolution of the physical and chemical tests to be performed on anticoagulants solutions is the
determination of 5-hydroxymethylfurfural content (5-HMF), a highly toxic pollutant formed by thermal
decomposition of glucose present in the solutions, which may lead the patient even to death, justifying the
need for their control. This work aimed to optimize and validate the methodology for determining the 5-HMF
as recommended by ANVISA and the Inmetro. The parameters analyzed in the analytical validation were:
specificity, linearity, detection limit, quantification limit, accuracy, precision and robustness. The results
showed that the method is very effective for determining the 5-hydroxymethylfurfural which culminated in
their integration into technical regulations published in June 2014.

Keywords: Analytical validation; liquid chromatography; quality control.

Resumo

As solugBes anticoagulantes e preservadoras tém o objetivo de manter a viabilidade do sangue e seus
componentes. As bolsas plasticas utilizadas para armazenamento de sangue humano sdo classificadas como
produto para saude de classe Ill. A RDC n°® 35 de 12 de junho de 2014 é a legislagdo que descreve o controle
de qualidade das bolsas de sangue no Brasil. De acordo com esta resolu¢do um dos ensaios fisico-quimicos
que devem ser realizados em solugdes anticoagulantes é a determinagdo do teor de 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF), um contaminante altamente toxico formado pela decomposicdo térmica da glicose presente nas
solugcGes, podendo levar o paciente até mesmo ao dbito, justificando a necessidade de seu controle. Este
trabalho teve o objetivo de otimizar e validar a metodologia para determinagdo do 5-HMF conforme
preconizado pela Anvisa e o Inmetro. Os parametros analisados na validagdo analitica foram: especificidade,
linearidade, limite de detecgdo, limite de quantificagdo, exatiddo, precisdo e robustez. Os resultados
encontrados comprovaram que o método é bastante eficaz para a determinagdo do 5-hidroximetilfurfural o
que culminou com a sua insergao no regulamento técnico publicado em junho de 2014.
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1. Introdugao

As solugdes anticoagulantes e
preservadoras presente em bolsas plasticas
permitem manter a viabilidade do sangue e
seus componentes durante o processo de

armazenamento, possibilitam a conservagao
do metabolismo energético das células
sanguineas e a prevencdo de degradagbes
fisicas que sdo danosas a sua funcdo.’

As bolsas de sangue utilizadas para a
coleta e armazenamento do sangue humano
sdo flexiveis, o que facilita seu
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acondicionamento em centrifugas, além de
serem transparentes, auxiliando na
visualizagdo dos componentes sanguineos,
sdo resistentes e apirogénicas, e devem se
apresentar isentas de toxicidade.’

As bolsas de sangue estdo classificadas de
acordo com a sua alta complexidade como
produto para saude de Risco Ill, e sdo
definidas como um produto destinado a
coleta, armazenamento, processamento,
transporte, separagdo e administragdo de
sangue e seus componentes.?

A Portaria Interministerial n® 03, de 01 de
julho de 1988, foi o primeiro regulamento
técnico para o controle de qualidade das
bolsas de sangue no Brasil e esteve
relacionada com as principais normas
técnicas internacionais e compéndios oficiais.
De acordo com essa legislacdo, o controle de
gualidade das bolsas de sangue deve ser
realizado pela avaliacdo de aspectos gerais e
aspectos especificos, por meio de ensaios

Vo

Recentemente, a publicacdo da Resolucgdo da
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria n° 35, de 12 de junho de
2014, reafirmou necessidade dos testes
baseando-se principalmente em estudos
metodoldgicos otimizados, desenvolvidos e
validados pelo Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS).

A determinacao do teor 5-
hidroximetilfurfural (figura 1) presente nas
solucGes anticoagulantes e preservadoras
estd descrito entre os ensaios fisico-quimicos
a serem realizados.”> Essa substincia é
formada pela degradacao térmica da glicose.
E considerada um dos principais produtos de
degradacdo, apresentando um elevado grau
de toxidade quando presentes em solucdes
injetdveis, podendo provocar febre e até
mesmo o6bito do paciente conforme
concentragdo em que se encontra, sendo
assim seu monitoramento de suma
importancia.®

\

O

Figura 1. Estrutura quimica do 5- hidroximetilfurfural

bioldgicos fisicos e fisico-quimicos.
Além do ensaio realizado por

cromatografia de alta eficiéncia a RDC
35/2014 descreve como metodologia a ser
usada para determinacao do 5- HMF o ensaio
de espectrofotometria de acordo com o que
estd descrito na farmacopeia europeia,
porém este ndo é tdo eficiente quanto a
cromatografia ja que precisa de uma
concentragdo maior do contaminante para
que este seja detectado.” Na literatura foram
encontrados para a determinagdo do 5-
hidroximetilfurfural somente ensaios
realizados de contaminantes do mel de
abelha.''*?

O 5-HMF é considerado um importante
marcador quimico para a andlise de
contaminagdo de alimentos, como o leite por

exemplo. * O HPLC é uma das técnicas mais
utilizadas para a analise de 5-HMF como
contaminante por se tratar de uma técnica
de alta confiabilidade e apresentando bons
limites de detecgdo. ' O que é muito
importante para o controle de qualidade de
bolsas plasticas e as solugGes anticoagulantes
j& que os niveis permitidos sdo
extremamente pequenos.

Os niveis maximos permitidos em
solu¢Ges anticoagulantes de bolsas de sangue
ndo devem ultrapassar 5 mg. L * para
solu¢Bes contendo adenina, citrato e glicose
(ACD-A), citrato, fosfato e glicose (CPD),
citrato, fosfato, glicose e adenina (CPDA) e
adenina, citrato, glicose e manitol (SAG-M 2)

_1 ~ .
e, 3 mg. L~ em solugdes contendo adenina,
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citrato e glicose (ACD-B) e adenina, citrato,
glicose e manitol (SAG-M 1).2

Como os niveis permitidos de 5-
hidroximetilfurfural  sdo  extremamente
pequenos, para que haja a produgdo de
resultados confidveis é necessaria uma
comprovacdo da eficiéncia técnica do
método estudado através da otimizacdo da
metodologia para uma melhor separagdo
cromatografica e da avaliacgdo dos
parametros de validagdo.’

A separacdao cromatografica pode ser
otimizada através da realizacdo de variacdes
nas condicOes analiticas, até que a eficiéncia
na separagao seja alcangada, com um menor
tempo de andlise e consumo minimo de fase
mével.?

Conceitualmente, a validacdo analitica
consiste em confirmar através de testes e
evidéncias objetivas que o0s requisitos
especificos para um determinado uso
pretendido sdo atendidos.” Atualmente, os
critérios para a realizagdo da validagdo
analitica estdo estabelecidos pela Anvisa, na
resolucdo especifica RE n2 899, de 29 de maio
de 2003, e pelo Inmetro no Guia Orientativo
de 2011 (orientacdo sobre validacdo de
métodos analiticos), este Ultimo se
apresentando sempre em  constantes
atualizacdes.”™® A ABNT ISO/IEC 17025
estabelece que é necessaria a realizagdo da
validagdo analitica para que um método seja
considerado confiavel.”

Os parametros a serem analisados na
validagdo analitica variam de acordo com a
finalidade do método a ser estudado e,
conforme especificado pela Anvisa e pelo
Inmetro, sdo: especificidade, linearidade e
faixa linear de trabalho, limite de deteccao,
limite de quantificacdo, exatiddo, precisdo e
robustez.>*°

2. Parte experimental

2.1. Equipamentos, materiais e

amostragem

Freitas, M. N. M. et al.

Os equipamentos e materiais utilizados na
realizacdo desta validacdo estavam todos
calibrados e dentro das condig¢des ideais de
andlise.

Foi utilizado o sistema de cromatografia
liqguida de alta eficiéncia com deteccdo de
radiacdo ultravioleta (200 - 400 nm)
Shimadzu Prominence, balanga analitica
AG204 Metler Toledo, banho de ultrassom
3210 Bransonic, Bomba de vacuo 75.301-00
Cole-ParmerlinstrumentCo, Refrigerador
Duplex Frostfree 470 continental, Capela de
exaustdo (1) Engelab, Sistema de obtencdo
de dgua tipo Milli-Q-A-10 Millipore. Metanol
para CLAE J.T.Baker (lote L18C13) e padrdo
de 5-HMF Sigma Aldrich.

As amostras utilizadas foram selecionadas
através do Sistema de Gerenciamento de
Amostras (SGA), onde foi escolhida a amostra
ja analisada no INCQS que apresentou maior
concentracdo de 5-HMF. Foi selecionada a
amostra ACD 1505 / 2011 armazenada em
condicbes adequadas.

2.2. Preparo das amostras

A amostra utilizada foi a solugdo
anticoagulante do tipo ACD-A de bolsa de
sangue filtrada em membrana de 0,45um e
analisada no cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia, sem a necessidade de diluigao.

2.3. Preparo da fase movel

A fase movel foi preparada a partir da
diluicdo de 50 mL de metanol em 1000 mL de
agua Tipo | (concentracdo de 5% de metanol).
Posteriormente a solucdo foi filtrada a vacuo
em membrana de 0,22 um, e degaseificada
em ultrassom.

2.4. Preparo da curva analitica

A curva analitica foi preparada a partir da
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diluicdo aproximada de 66 mg de padrao de
5-HMF em metanol em baldo volumétrico de
50 mL (solucdo mae). Desta solugao mae foi
retirada uma aliquota de 2 mL que foi diluida
com fase mével em baldo volumétrico de 50
mL (solucdo estoque). Da solugdo estoque
foram retiradas aliquotas de 0,5 a 10 mL que
foram diluidas com a fase mével em balGes
volumétricos para obtencdo de sete
diferentes niveis de concentragdo: 0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,0; 6,0 e 10,0 mg.L".

2.5. Condig6es cromatograficas utilizadas
nos experimentos

O método foi realizado nas seguintes
condi¢des cromatograficas: o equipamento
utilizado foi o cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia  Shimadzu Prominence com
detector de radiacdo ultravioleta (200 — 400
nm), o comprimento de onda de 280 nm. A

Vo

coluna cromatografica utilizada foi a RP18 (5
um), fabricante Merck Hibar; a temperatura
do forno foi de 40 °C e volume de injegao, 20
puL. A composicdo da fase moével, como
descrito antes, foi de 5% de metanol e 95%
de 3agua, e o fluxo da fase mével de 0,5
mL/min. Para o ajuste do pH da fase mével
utilizou-se acido ortofosférico concentrado.

2.6. Otimizagao da metodologia

Para a realizacdo da otimizacdo da
metodologia foram realizadas nove
combinacGes nas variacbes dos parametros
analiticos. As variacdes foram realizadas nos
seguintes parametros: temperatura do forno,
a temperatura da célula do detector,
composicao e fluxo da fase moébvel e
comprimento de onda, e as combinacdes
podem ser vistas na tabela 1.

Tabela 1. Combinacgdes nas variacdes dos parametros analiticos

Pardmetro/ | o) 02 03 04 05 06 07 08 09
Experimento
o MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
C°mEI‘\’/IS 'cdo M:(f/) H | 10% pH | 10% pH Mse;) H | 10% pH | 10% pH | 10% pH Mse;) H M;f/) H
0 2,9 2,9 ? 2,9 2,9 2,9 ? 0
0,6 1,0 0,5 0,5 1,0 1,0 0,6 1,0 0,6
Fluxo de FM . . . . . . . . .
mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min | mL/min
Temp. do 40 °C 30 oC 40 °C 40 °C 30 C 30 2C 40 °C 40 °C 30 2C
Forno
Temp. cél. do 40 °C 40 °C 40 °C 40 °C 40 °C 30°C 40 °C 40 °C 309C
detector.
C(O)n;zrcl)r:j:t 280 nm | 284 nm | 284nm | 280nm | 284nm | 284nm | 284nm | 280 nm | 280 nm

2.7. Estudo da cinética de degradagdo

No estudo da cinética de degradacdo foi
preparada uma solucdao mae com 67,7 mg de
padrdo de 5-HMF diluido em baldo de 50 mL
com metanol para CLAE. Uma aliquota de 2

mL desta solucdo mae foi diluido em baldo de
50 mL com fase moével, para o preparo da
solucdo estoque. Em seguida 3 mL da solucao
estoque foram diluidos com fase moével em
um baldo volumétrico de 50 mL. Foram
realizadas injecbes deste padrdo e da
amostra nas condi¢Bes analiticas durante 3
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dias consecutivos (6 inje¢Ges/dia) para
avaliacdo da possivel degradacao.

2.8. Validagao analitica

2.8.1. Especificidade

Para a realizagdo do ensaio da

especificidade foi preparada uma solugao de
200 mL contendo glicose, dacido citrico e
citrato de sédio, simulando uma solucdo
ACD-A. A bolsa de sangue foi preenchida com
aproximadamente 63 mL desta solugdo e foi
autoclavada por 30 minutos a uma
temperatura de 110 °C para simular o
processo industrial.

Em seguida foram analisadas por
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE), nas
condicées da metodologia em estudo, as
amostras preparadas em laboratdrio antes e
depois de serem autoclavadas, e a amostra
da solugdo anticoagulante do tipo ACD-A
presente na bolsa de sangue (utilizada na
validagdo analitica).

2.8.2. Llinearidade, limite de detecgdo e
limite de quantificagdo

Na avaliacdo da linearidade foram
preparadas trés curvas analiticas, onde se
admitiu, em cada uma, sete niveis de
concentragdo que variavam de 0,5 a 10 mg.L’
! Foram realizadas inje¢des em triplicata de
cada um dos niveis da curva analitica.

No tratamento dos dados obtidos foram
utilizadas ferramentas estatisticas
relacionadas na planilha de avaliagdo de
linearidade de Souza & Junqueira (2005) que
permitiu a determinagdo dos limites de
deteccdo e quantificacdo baseados no
intervalo de confianga da curva analitica.

Freitas, M. N. M. et al.

2.8.3. Exatiddo

A exatiddo foi realizada através do
método de determinacdo da recuperacgao,
onde a amostra utilizada foi quantificada a
partir de uma curva analitica de sete niveis de
concentracdo e anadlise de dez injecGes
repetidas da amostra. Este ensaio consiste
em determinar a quantidade de analito que
foi recuperado em relagdo a quantidade
tedrica presente na amostra.

Os sinais foram avaliados quanto a
recuperacao em cada nivel de concentracao,
utilizando a equacdo: Recuperacdo (%)= (C;-
C,/C;) x 10, onde:

C1 = Concentracdo do analito na amostra
fortificada;

C2 = Concentracdo do analito na amostra
nao fortificada;

C3 = Concentracdo tedrica do analito
fortificado.

2.8.4. Precisdo

A avaliagdo da precisdo foi realizada com
base desvio padrdo relativo (DPR) e incluiu a
avaliacdo da repetibilidade e da precisdao
intermediaria.

2.8.4.1. Repetitividade

Para avaliagdo da repetitividade foram
analisadas, no equipamento CLAE, 20
injecOes da amostra, quantificadas pela curva
analitica preparada no mesmo dia por um
Unico analista.

2.8.4.2. Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada
utilizando a mesma amostra e mesmo
procedimento da repetitividade, porém
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foram realizadas alteragGes no dia de analise,
analista devidamente treinado na técnica e
cromatégrafo qualificado, ou seja, foi
avaliada a precisao interdias.

2.8.5. Robustez

A robustez foi avaliada pela utilizacao do
teste de Youden, e para isso foram realizados
16 experimentos divididos em dois niveis

(superior e inferior) com variagdes nos
parametros que poderiam alterar o
resultado.

As variagOes realizadas foram feitas na:
coluna cromatogréafica, temperatura do
forno, volume de inje¢ao, na concentracdo de
metanol da fase mdvel e no comprimento de
onda. Os resultados foram avaliados em
funcdo dos efeitos (%) na eficiéncia de

Vo

separacdo analitica.
3. Resultados e Discussao

3.1. Otimizagdo da metodologia

Todas as combinacdes realizadas na
otimizagao apresentaram resultados
satisfatérios nos parametros de separacao
cromatografica conforme a tabela 2, porém a
combinacao que correspondeu ao
experimento de numero 4 foi a que
apresentou melhor eficiéncia na separacao
cromatografica. Esta apresentou melhor fator
de assimetria (1,093), segundo maior nimero
de pratos tedricos e fator de retencao
proximo a 5.

Tabela 2. Resultados nas variacdes dos parametros analiticos

Parametros de Experimentos
confonmnigace 01 02 03 04 05 06 07 08 09
Tempo de retencao
AR 168 | 70 | 138 | 176 | 70 70 | 11,5 | 94 | 180
Fator de separagao
(K) 4,789 | 2,13 | 2,125 | 4,78 | 2,172 | 2,178 | 2,107 | 5,696 | 7,182
2 6
Fator de assimetria
(Tf) 1,138 | 1,16 | 1,177 | 1,09 | 1,185 | 1,184 | 1,192 | 1,132 | 1,146
6 3
Numero de pratos
eiteas () 14029 | 1107 | 15441 | 1472 | 10958 | 10758 | 14510 | 13764 | 12104
6 6

3.2. Estudo da cinética de degradacao

Com base na observagao da variagdo de
area das bandas cromatograficas durante o

periodo do estudo, verificou-se uma pequena
degradacdo, mais expressiva no padrao
(figura 2), porém inferior a 1,5%.
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Estudo da cinética de degradagao no padrio
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Figura 2. Gréfico de cinética degradacao

3.3. Validagdo analitica

3.3.1. Especificidade

Os resultados obtidos na cromatografia
foram avaliados e permitiram observar
semelhancas entre a amostra simulada antes
do processo de autoclavacao (figura 3) e a

mV

amostra simulada apds a autoclavagao (figura
4) e a amostra da solucdo ACD-A presente na
bolsa de sangue, autoclavada no processo
industrial (figura 5) com a formagdo do 5-
HMF apds o processo de autocloavagdo, além
da visualizacdo somente do analito na regido
de interesse, com tempo de retencdo de
aproximadamente 19,3 min. Os demais sinais
sdo apenas da matriz.

30-Detector A:280nm
20

10

T B e e B e e
20.0 min

Figura 3. Cromatograma da amostra simulada antes da autoclavagao

mV

30-Detector A:280nm

o

20

10

T ] T T T T ] T T T T ] T T h\ T ] T T T T
15.0 17.5 20.0 min

Figura 4. Cromatograma da amostra simulada depois da autoclavagao
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Figura 5. Cromatograma obtido da amostra da solugdo ACD-A presente na bolsa de sangue

3.3.2. Linearidade, limite de detec¢do e
limite de quantificagdo

Os resultados obtidos na avaliacdo da
linearidade indicaram satisfatoriedade em
todos os testes estatisticos realizados com
base na planilha proposta por Souza e
Junqueira.”® De acordo com os testes
realizados, foi observado um coeficiente de
correlacdo de 0,9998, um limite de deteccao
de 0,0984 (mgl') e um limite de
quantificacdo de 0,295 (mg.L) e auséncia de
valores  extremos. Os residuos se

apresentaram sob distribuicdo normal, a
variabilidade de residuos da regressdo ao
longo dos niveis de concentragdo
demonstrou  homoscedasticidade, e a
independéncia dos residuos da regressao foi
comprovada.

Na andlise do grafico de residuos foi
observado que o ultimo nivel se apresentou
disperso, porém isto ndo comprometeu a
avaliacdo. A regressao realizada foi
significativa e ndo se verificou desvio na
linearidade (figura 6).
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Curva analitica de S-hidroximetilfurfural

60000 EO0000 100000 12,0000
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Figura 6. Curva analitica da linearidade

3.3.3. Exatiddo

A recuperagdao apresentou resultados
dentro do limite que é estabelecido por
Horwitz,"” como se pode observar na tabela

3. Os resultados obtidos se apresentaram um
pouco divergentes em relagdo ao teor da
amostra, pois nesta etapa da validacdo se
utilizou uma nova unidade, de mesmo lote da
amostra armazenada sob condicao de
estresse.
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Tabela 3. Resultados da avaliagdo da exatiddo

Freitas, M. N. M. et al.

Avalia¢ao da Tendéncia para Furfural
Padrao Recuperagdo %
B 96,7
C 94,3
D 99,7
E 99,4
F 99,8
G 99,8
Recuperagdo Total 98,3

3.3.4. Precisdo

3.3.4.1. Repetitividade

relativo (DPR) das
repetitividade

O desvio padrao
andlises para avaliagdo da

Tabela 4. Resultados da repetibilidade

mostrou-se de acordo com a recomendacdo
da Anvisa,” com valor de 5%, e do Inmetro,™
que é um valor de DPR de 16% para a
concentracdo utilizada, como observa-se na
tabela 4.

Parametro Resultado
Concentragdao minima (mg.mL-1) 3,8277
Concentragdo maxima (mg.mL™) 3,8620

Concentragdo Média 3,8415

S (mg.mf‘l) 0,0100

DPR 0,2602

3.3.4.2. Precisdo intermediaria:

Apds o término da andlise da precisdo
interdias, verificou-se que o DPR também se

encontrava de acordo com o que é
recomendado, assim como na repetitividade
inferior a 5% para a Anvisa,’ e 16% para o
Inmetro,® conforme tabela 5.
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Tabela 5. Resultados da precisdo intermediaria

Parametros Resultados
Si(o,i) 0,046615826
Concentragdo Minima (mg.mL™) 3,7479
Concentragdo Maxima (mg.mL™) 3,9471
Concentrag¢do Média (mg.mL™) 3,8446
DPR 1,212506645

3.3.5. Robustez

Os resultados encontrados demonstraram
satisfatoriedade em todos os parametros de
eficiéncia de separacdao cromatografica. Os
efeitos de cada combinacdo estdo

representados na figura 7, se apresentando
mais evidente na variacdo do fator coluna
cromatografica e no resultado numero de
pratos tedricos. Em outras palavras, o
método apresenta maiores variacoes de
resposta quando hda variacdo da coluna
cromatografica.

I — Nivel inferior
Il - Nivel superior

Comp. de onda (Il)
Comp. de onda () ONumero de pratos teéricos
BFator de separagao
Fluxo FM (ll)
B Fator de assimetria
Fluxo FM (I)
BTempo de retengao
Conc. FM (II) ®Area
Conc. FM (I)
£ Vol. Injegéo (1)
[y
Vol. Injegéao (I)
Temp. Forno (Il)
Temp. Forno (1)
Coluna (I) h
Coluna (1) h
0 20 40 60 80 100 120 140

Efeito dos fatores (%)

Figura 7. Resultados da robustez
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4. Conclusao

A metodologia proposta para a
determinacao do teor de 5-
hidroximetilfurfural é considerada eficaz pois
apresentou  resultados  favordveis. A
metodologia foi otimizada, sendo possivel
determinar parametros considerados ideais
para a andlise e apresentou uma cinética de
degradacdo inferior a 1,5% da amostra no
periodo de estudo. Na validacdo analitica a

curva analitica apresentou desvios, mas
dentro da faixa aceitdvel pelos orgaos
reguladores, a variacdo dos residuos

demonstrou  homocedasticidade, e a
linearidade do método foi atestada pelo
coeficiente de correlacdo de 0,9998. O
método apresentou uma recuperagdo de
98,3% em relagdo a quantidade tedrica de
analito, além de apresentar DPR de 0,26%,
para a repetitividade, e DPR de 1,21%, para a
precisdo intermediaria.

Apds a avaliacdo dos resultados foi
possivel concluir que a metodologia estudada
estd devidamente apta para o fim a qual se
destina, estando de acordo com todos os
requisitos determinados tanto pela Anvisa
quanto pelo Inmetro. Pode, desta forma, ser
utilizada na anadlise de solugdes
anticoagulantes e preservadoras de bolsas de
sangue, e consequentemente no controle de
qualidade desse produto, reduzindo o risco a
saude.
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