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Objetivo

Verificacao e quantificagdo confiavel da presenca de compostos
estranhos presentes em uma amostra, tais como impurezas, produtos
de degradacao ou extraiveis e lixiviaveis.

Beneficios da Aplicacao
e Diversos detectores complementares descobrem picos que passariam
despercebidos em configuracdes UV-MS padréo.

e Substancias desconhecidas sdo quantificadas por CAD e identificadas
por MS. Substancias conhecidas séo quantificadas por CAD ou UV.

e |onizacdo quimica por pressao atmosférica (APCI) oferece um modo de
ionizacao alternativo a ionizagcao por electrospray aquecido (HESI) para
compostos pouco ionizados, como alguns extraiveis e lixiviaveis.

Introducao

Cromatoégrafos s6 podem analisar os contetdos de uma amostra quando
os detectores produzem uma resposta. Se os conteldos da amostra
estao bem definidos, a escolha de detector pode ser facil. Por exemplo,
se é sabido que todos 0os componentes possuem um cromoforo, um
detector UV é adequado. Para amostras mal definidas, como amostras
com impurezas, produtos de degradagao ou contaminagao por
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extraiveis e lixiviaveis, um Unico detector podera omitir
alguns componentes. Diversos detectores sao
necessarios para avaliar completamente a amostra.

Analise ampla de amostra com diversos detectores
complementares € essencial para determinar a
presenca de compostos desconhecidos ou
inesperados. Além da deteccao simples, laboratérios
frequentemente exigem confirmacéo da identidade e
quantificacéo desses compostos para determinar suas
naturezas e se estao abaixo dos limites aceitaveis de
concentracéo. O detector UV oferece uma quantificagéo
exata de substancias que contém cromdforos. O
detector de aerossol carregado (CAD) entrega uma
deteccao universal de compostos nao volateis e
semivolateis, tornando-o um detector secundario ideal.
Além disso, sua resposta quase uniforme permite a
quantificagdo sem padrdes de referéncia.
Espectrometria de massa (MS) oferece a confirmagao
de identidade dos compostos detectados. Essas trés
técnicas de deteccao fornecem uma plataforma de

Tabela 1. Agentes quimicos em padroes de calibracdo

# Analito CAS

1 Ftalato 87-41-2

2 Ftaldialdeido 643-79-8
Tereftalato de

8 Big(2-hidroxietila), BHET) 2097262

4 Ftalato de dimetila 131-11-3

5 Bisfenol A 80-05-7

6 Butilparabeno 94-26-8

7 Tinuvin™ P 2440-22-4

8 Azobenzeno 103-33-3

9 2,4-di-t-Butilfenol 128-39-2

10  Butil-hidroxitolueno, (BHT) 128-37-0

11 Acido palmitico 57-10-3

12 Erucamida 112-84-5

13 Acido estedrico 57-11-4

14 Tinuvin™ 234 70321-86-7

15 [rganox™ 1010 6683-19-8

16  Irgafos™ 168 31570-04-4

17 Eicosano 112-95-8

18  Tetracosano 646-31-1

analise ampla de amostras, que foi expandida pela
aplicacao de dois modos diferentes de ionizacéo, HESI
e APCI, para deteccao por MS. Essa plataforma foi
usada para analisar impurezas extraidas de bolsas de
cultura de células.

Experimental

Agentes quimicos e reagentes

Dezoito agentes quimicos, selecionados a partir de
relatos da literatura de extraiveis presentes em bolsas
de cultura de células, ™ foram usados como padrdes
de referéncia. Niveis e purezas estéo listas na Tabela
1. Foram usados acetonitrila (P/N A955-212), acido
férmico (P/N A117-50), isopropanol (A461-212),
acetona (P/N A949), n-hexano (P/N H306) e metanol
(P/N A456-212) em nivel de LC/MS Optima™ da
Fisher Scientific™. Agua ultrapura foi produzida por
um Sistema de Purificacdo de Agua Ultrapura
Barnstead™ GenPure™ xCAD Plus da

Thermo Scientific™.

Quantidade em

Pureza 10 mL (mg) Solvente
0,98 10,20 metanol
0,99 10,10 metanol
0,945 10,58 metanol
0,99 10,10 metanol
0,99 10,10 metanol
0,99 101,0 metanol
0,97 10,31 isopropanal
0,98 10,20 metanol
0,99 10,10 metanol
0,99 10,10 metanol
0,99 10,10 acetona
0,85 11,76 methanol
0,985 10,15 acetona
desconhecido 10,31 metanol
0,98 10,20 metanol
0,98 10,20 acetona
0,99 101,0 n-hexano
0,99 101,0 n-hexano



Sistema

Um sistema Vanquish™ Flex UHPLC da Thermo
Scientific™ foi usado em duas configuracoes diferentes
para analise cromatografica (Figura 1 e Figura 2). Na
configuracao padrao (Figura 1), uma bomba de mistura
quaternaria de baixa pressao entregou o gradiente
analitico. Na configuragéo inversa (Figura 2), um moédulo
de bomba contendo duas bombas ternarias de baixa
pressao entregaram o gradiente analitico e o gradiente
inverso. O gradiente inverso resultou em composi¢ao
constante de solvente durante as detec¢des CAD e MS,
melhorando a uniformidade de resposta do detector. A
uniformidade de resposta de CAD ¢é totalmente explicada
na Nota Técnica 72806.4 Os métodos de ionizacéao
complementares, ionizagéo por electrospray aquecido
(HESI) e ionizagéo quimica por pressao atmosférica
(APCI) aumentaram o escopo da deteccéo.

Para a configuragéo de gradiente inverso, capilares com
didametro interno (ID) padrao de 100 um Vanquish
entregaram o gradiente analitico para a coluna analitica e
a célula de fluxo (vide Figura 2). A alta viscosidade do
isopropanol exigiu capilares com 130 um de ID a jusante
da célula de fluxo para manter a contrapressao na célula
de fluxo abaixo de 120 bar. Embora capilares com o
menor didmetro interno possivel sejam preferiveis para
reduzir a amplitude de pico, capilares maiores foram
necessarios nesse caso para permitir uma taxa de fluxo
razoavel. O gradiente inverso foi entregue usando
capilares com 130 pm de ID. Diviséo do fluxo passivo em
uma proporcao de 2:1 (CAD:MS) foi alcancada com uma
peca T. A taxa de divisao entre CAD e MS foi alcancada
ao gerar o dobro de contrapressao no trecho que leva a
MS em relagao ao que leva ao CAD. Para garantir a
proporcao exigida de contrapressao, um capilar com
100 um de ID (8) foi usado entre o divisor de fluxo e a
agulha vaporizadora do CAD.

A valvula de 2 posicoes e 6 vias no compartimento da
coluna foi usada para desviar o fluxo para descarte ao
lavar a coluna para minimizar a poluicao do
espectrometro de massa e do detector de

aerossol carregado.

Conforme recomendado para aplicacdes de MS,
misturadores de 200 pL foram usados em vez dos
misturadores padrao de 350 pL. Os misturadores
menores reduziram o volume de atraso do gradiente,
permitindo um método mais rapido.

Moébdulos exigidos
e Para a configuragéo padrao:

— Bomba F Quaternaria Vanquish™ da Thermo
Scientific™ (P/N VF-P20-A)

— Misturador estatico de 200 pL (P/N 6044.5110)
e Para a configuracéo de gradiente inverso:

— Bomba F Dupla Vanquish™ da Thermo Scientific™
para substituir a Bomba Quaternaria (P/N VF-P32-A)

— Dois misturadores estaticos de 200 pL
(P/N 6044.5110)

e Amostrador FT Dividido Vanquish™ da Thermo
Scientific™ (P/N VF-A10-A)

e Compartimento H de Coluna Vanquish™ da Thermo
Scientific™ (P/N VH-C10-A)

— Valvula de 2 posicoes e 6 vias (P/N 6036.1560)

e Detector FG de Arranjo de Diodo Vanquish™ da
Thermo Scientific™ (P/N VF-D11-A)

— Célula de fluxo de titanio 2,5 pL (P/N 6083.0550)

e Detector F de Aerossol Carregado Vanquish™ da
Thermo Scientific™ (P/N VF-D20-A)

¢ |SQ EC/EM Vanquish™ da Thermo Scientific™
Espectrometro de Massa de Quadrupolo Simples
(P/N ISQEC-LC/ISQEM-ESI-APCI)

e Base F de Sistema Vanquish™ da Thermo Scientific™
(P/N VF-S01-A)

Sistema de dados da cromatografia

O espectrometro de massa I1ISQ EC/ISQ EM é
totalmente integrado ao Chromeleon 7.2.9 CDS, o qual
foi usado para operacao do sistema e analise de
dados subsequente.



Configuracao padrao

Detector de ®
Aerossol Carregado ~ g8y

Detector UV,
DAD

1SQ EC/EM

Amostrador Dividido

Figura 1. Esquema da configuracao padrao. Usa apenas capilares com 100 ym de ID
(didametro interno) de uma liga niquel-cobalto-cromo biocompativel, MP35N.

Divisores de fluxo e valvulas

N° Peca adicional Descricao

B Valvula de Desvio  Valvula de 2 posicoes e 6 vias Vanquish, P/N 6036.1560

C Peca T 150 um de I.D., Vici ZT1XCS6-M

Capilares

N° Conexao Descricao

1 Saida da bomba direita — Via 1 da valvula Capilar Viper™ da Thermo Scientific™,
de injecao ID x L 0,10 x 350 mm, P/N 6042.2340 (todos

os capilares na Figura 1 s&do MP35N)

2 Via esquerda 2 da valvula de injecao — Pré-aquecedor ativo, 0,1 x 380 mm, P/N 6732.0110
Entrada da coluna (pré-aquecedor passivo opcional, P/N 6732.0174)
Saida da coluna — DAD ID x L 0,10 x 300 mm, isolado, P/N 6083.2405

4 DAD - Vélvula de Desvio ID x L 0,10 x 250 mm, P/N 6042.2330

Para VWD: ID X L 0,10 x 350 mm, P/N 6042.2340
Valvula de Desvio — Divisor de Fluxo ID x L 0,10 x 650 mm, P/N 6042.2370

8 Divisor de Fluxo — Saida do Detector de

ID x L 0,10 x 450 mm, P/N 6042.2350
Aerossol Carregado

9 Divisor de Fluxo - Saida do MS ID x L 0,10 x 750 mm, P/N 6042.2390




Configuracao de gradiente inverso

Detector de °
Aerossol Carregado ¢,

Detector UV,
DAD

Amostrador Dividido I1SQ EC/EM

Bomba
direita

Bomba de Gradiente Dupla

Figura 2. Esquema da configuracao de gradiente inverso. Os capilares com 100 um de
ID foram usados para a entrega do gradiente analitico para a coluna analitica e para a célula
de fluxo. A jusante da célula de fluxo, capilares com 130 um de ID foram usados. Um capilar

com 100 um de ID (8) foi usado a jusante da célula de fluxo para garantir uma divisao
adequada de fluxo. O gradiente inverso foi entregue usando capilares com 130 pm de ID.

Divisores de fluxo e valvulas

N° Peca adicional Descricao
Peca T 500 um de ID, P/N 6263.0035

B Valvula de Desvio  Valvula de 2 posicdes e 6 vias Vanquish, P/N 6036.1560
PecaT 150 um de I.D., Vici ZT1XCS6-M

Capilares

N° Conexao Descricao

1

Saida da bomba direita — Via 1 da valvula
de injecao

Capilar Viper, ID x L 0,10 x 350 mm, MP35N, P/N 6042.2340

2 Viaesquerda 2 da valvula de injegao - Active pre-heater, 0.1 x 380 mm, MP35N, P/N 6732.0110
Entrada da coluna

3 Saida da coluna — DAD ID x L 0,10 x 300 mm, MP35N, P/N 6083.7950

4 DAD - Valvula de Desvio ID x L 0,13 x 250 mm, SST, P/N 6040.2325

5 Valvula de Desvio — Peca T ID x L 0,13 x 65 mm, SST, P/N 6040.2307

6 Saida da bomba esquerda — Peca T ID x L 0,13 x 950 mm, SST, P/N 6040.2340

7 Peca T — Divisor de Fluxo ID x L 0,13 x 350 mm, SST, P/N 6040.2335

8 Divisor de Fluxo — Saida do Detector de ID x L 0,10 x 350 mm, MP35N, P/N 6042.2340
Aerossol Carregado

9 Divisor de Fluxo — Entrada do MS ID x L 0,13 x 750 mm, SST, P/N 6040.2320
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Procedimento cromatografico e
parametros de deteccao

A cromatografia de fase reversa foi realizada usando
uma coluna com nucleo soélido de silica e um
gradiente de agua/isopropanol (Tabela 2). O gradiente
inverso foi programado para um atraso equivalente a
364 uL para que os gradientes inverso e analitico
chegassem a peca T simultaneamente. O atraso para
o gradiente inverso foi calculado automaticamente
por um assistente no Sistema de Dados da
Cromatografia (CDS) do Chromeleon™ 7.2 da
Thermo Scientific™ baseado no volume da coluna e
na configuragao fluidica.

Tabela 2A Condigbes cromatograficas

Parametro Configuracao

Coluna: Accucore™ C18 da Thermo
Scientific™, 100 x 2,1 mm, 2,6 pm
(P/N 17126-102130)

Eluentes: A: Acido férmico 4 mM em &gua,

pH 3,1
B: Isopropanol

Volume de Injecao: 2 pL

Gradiente Analitico: Taxa de fluxo 0,5 mL/min

Tempo [min] %B

Voltagem da fonte C?ID >
10,5 100

12 100

12,1 5

16 5

Gradiente Inverso: Taxa de fluxo 0,5 mL/min

Tempo [min] %B

0 100
0,728 100
11,228 5
12,728 5
12,828 100
16 100

Temp. da Coluna: 45 °C modo ar forcado,

45 °C pré-aquecedor ativo

Temp. do Amostrador: 4 °C

Tabela 2B Configuragoes do Detector

Parametro Configuracao

Configuracdes Taxa de coleta de dados de 10 Hz,

uv: tempo de resposta de 0,5 s, largura de
banda de 4 nm, 210, 220, 254, 280,
300, 320 nm e 190-345 nm (campo 3D)

Configuracdes Temperatura de evaporador 35° C,
CAD: filtro 3,6, valor da fungé&o de energia
1,0, taxa de coleta de dados de 10 Hz

Configuracdes Configuracoes fonte padrao de HESI e

MS: APCI para 0,167 mL/min (configuracao
padrdo) ou taxa de fluxo de 0,333 mL/min
(configuracao de gradiente inverso)

Varredura Tempo 0a 16 min
a%r,”f!eta 4 Intervalo de massa 130 a 1250 mz
Tempo de Permanéncia 0,1 s
Polaridade Positiva
Voltagem da fonte CID 10 V
Varredura Tempo 0a 16 min
E)/losr’ngleta do Intervalo de massa 130 a 700 m/z

Tempo de Permanéncia 0,1 s
Polaridade Negativa

Voltagem da fonte CID 10 V

Preparacao do eluente

Eluente A foi preparado ao adicionar 150 pL de acido
férmico a 1.000 mL de agua.

Preparacéo da solucdo padrao

Para preparar a solucao padrao de 18 padrdes de
referéncia, primeiro cada padréo (exceto
butilparabeno, eicosano e tetracosano) foi
preparado como uma solugdao de 1 mg/mL em um
frasco volumétrico de 10 mL usando a massa
fornecida na Tabela 1 e adicionando o solvente
especificado na Tabela até a linha de
preenchimento. Butilparabeno, eicosano e
tetracosano foram preparados em 10 mg/mL. A
massa na Tabela 1 foi calculada com base na
pureza, e para provaveis cations, formacao de sal
com éacido férmico no CAD.



Formacao de sal no CAD e seu uso para estabilizar
semivolateis é abordada na Nota Técnica 72806.4 A
partir das solucdes individuais, padrboes de calibracao
contendo todos os 18 padrbes foram preparados em
metanol. As concentragdes das calibracoes foram de
1,2, 5,10, 20, e 50 pg/mL, exceto pelos
semivolateis butilparabeno, eicosano e tetracosano,
0s quais estiveram presentes nas solugcdes de
calibracao em 10, 20, 50, 100, 200, e 500 pg/mL
pela perda parcial dessas substancias no tubo

de evaporacgao.

Preparacao das amostras

Quatro tipos diferentes de bolsas de cultura de célula de
uso Unico, com a camada interna composta de
acetato-vinilo de etileno e niveis diferentes de densidade
de polietileno, foram investigadas. Extratos foram
preparados por lavagens com 50:50 de isopropanol/agua
(v/v) e reduzindo os extratos até a secura usando um
concentrador a vacuo. As amostras foram reconstituidas
em 70 pL de 50:50 de isopropanol/agua (v/v).

Nota sobre fluxo de trabalho:

HESI e APCI Embora os dados de HESI e APCI sejam
relatados lado a lado neste texto e 0 ISQ EM possa
ser suprido com uma unica fonte dupla HESI/APCI, os
dados n&o sao medidos na mesma injecao. A coleta
de dados do HESI e do APCI para uma amostra
especifica exige dois métodos de instrumento e

injecoes separados. Mudancas fisicas na fonte também
sa0 exigidas para a troca de modos. A coleta de dados
HESI exige uma sonda capilar de spray HESI. A coleta
de dados APCI exige uma sonda APCI e a agulha corona
de APCI. Um interruptor na fonte altera a posicao da
agulha corona de APCI.

Resultados e discussao

Os 18 padrdes de referéncia foram analisados com as
duas configuracdes. O CAD e o detector UV/Vis de
arranjo de diodo foram usados para determinar os
tempos de retencéao de pico. O CAD e o detector UV
foram complementares. Alguns picos s6 foram
detectados pelo CAD, enquanto outros foram
detectados pelo detector UV/Vis. Ao combinar as
técnicas de deteccao, todos os 18 padrées puderam
ser medidos com as configuracdes padréo e de
gradiente inverso. Treze padroes foram detectados
pelo detector UV/Vis, onze pelo CAD e seis pelos dois
detectores (Tabela 3). Cromatogramas representativos
de UV/Vis e CAD séao apresentados na Figura 3. Sete
analitos nao puderam ser detectados pelo CAD por
serem muito volateis.5 Entretanto, eles possuiam um
cromoforo suficientemente ativo para permitir a
medicao por deteccao UV/Vis. Por outro lado, cinco
analitos com cromdforos fracos nao foram detectados
pela deteccao UV/Vis, mas foram detectados pelo
CAD. Dois analitos nao mostraram um sinal MS forte,
provavelmente devido a baixa ionizabilidade.

Tabela 3. Resumo dos resultados para cada padrao de referéncia. A detectabiidade com UV, CAD, MS com HESI e MS com APCI ¢ indicada com vistos. Células em
cinza escuro indicam sulbstancias para as qualis a area de pico relativo de MS usando um modo de ionizag&o foi pelo menos 20 vezes maior do que a area de pico relativo
usando a outra fonte. [M] refere-se & massa monaisotopica. LOQ refere-se ao limite de quantificacéo do CAD (exceto onde marcado como UV), definido como uma razéo
sinal/ruido (S/N) maior do que 6:1 para o padréo em uma dada concentragao, relativo ao ruido medido em uma amostra em branco.

. MS MS m/z detectado, jon detectadoHESI/ LOQ
GOELIY CAD  HEs) (APcCl) M] HESI / APCI (ng/mL)

1 Ftalato 7 v v 134,0 135,1 [M+H]* 5 (UV)
2 Ftaldialdeido v v v 134,0 135,1 (M+H]* 5 (UV)
3 BHET v v v 254,1 255,1 M+H]* 1
4 Ftalato de dimetila v v v 1941 195,1 [M+H]* 1 (UV)
5 Bisfenol A v v v v 228,1 227,1 / 228,1 [M-H] / [M]* 1
6 Butilparabeno v 4 4 v 1941 195,1 [M+H]* 50
7 Tinuvin P v v v 205, 26,1 M+HJ* 1 (UV)
8 Azobenzeno v v 182,1 183,1 [M+H]* 1(UV)
9 2,4-di-t-Butilfenol % v % 206,2 205,2 / 206,2 [M-H] / [M]* 1 (UV)
10 BHT % v 220,2 219,2 / 220,2 M-HJ / [M]* 1 (UV)
11 Acido palmitico 4 v 256,2 255,2 [M-HJ- 1
iz Erucamida v v % 337,3 338,3 [M+H]* 1
13 Acido estedrico v v 2843 2833 [M-H]- 1
14 Tinuvin 234 v v v v 4472 4482 [M+H]* 1
15 Irganox 1010 v v v v 11768 1193,8/1176,8  [M+NH,J*/[M* 1
16 Irgafos 168 v v v v 646,5 647,5 [M+H]* 1
17 Eicosano v 282,3 50
18 Tetracosano v 338,4 50
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Figura 3. (A). Cromatogramas representativos de UV/Vis e CAD de uma andlise de uma mistura padrao de referéncia usando a
configuracao padrao. Azul indica analitos detectados apenas por UV/Vis, vermelho destaca analitos detectados apenas pelo CAD, e verde
indica analitos detectados por UV/Vis e CAD. Asteriscos indicam impurezas presentes em padrdes analiticos. A concentragao da amostra foi de
50 pg/mL, exceto para butilparabeno, eicosano e tetracosano. Essas substancias foram preparadas em 500 pg/mL por serem semivolateis com
CAD LODs mais altos. Os nimeros de identificagao referem-se aos nomes padréo listados na Tabela 3. (B). Cromatograma de ions extraido
representativo (XICs) de 5 analitos usando a fonte HESI. Os numeros de identificagdo no cabecalho referem-se aos nomes na Tabela 3. Os m/z
apresentados sdo os valores usados para as varreduras de monitoramento de ion Unico (SIM).

Dezesseis compostos puderam ser detectados
claramente com o espectrébmetro de massa de
quadrupolo simples (Tabela 3) por HESI e APCI.
Confirmacéao de massa foi baseada na deteccao da
respectiva espécie m/z em modo positivo ou negativo
em varredura completa e varredura SIM no mesmo
tempo de eluicdo observado na deteccao por UV/Vis
ou na deteccao por aerossol carregado. Cinco
varreduras SIM extraidas representativas séo

apresentadas na Figura 3. Substancias que
apresentaram areas de pico relativo com APCI
foram azobenzeno e BHT. Amostras areas de
pico relativo melhores com HESI goram BHET,
acido palmitico e acido estearico. Varreduras SIM
extraidas comparando detectabilidade de BHT e
acido palmitico com APCI e HESI séao
apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Exemplos de substancias que apresentaram
diferencas na sensibilidade de deteccéao entre APCIl e HESI.
BHT foi mais bem detectado com APCI, acido palmitico com HESI.
(Fileira superior, BHT, HESI apresenta varredura SIM com
polaridade negativa para m/z 219,2. APCI apresenta varredura SIM
com polaridade positivo para m/z 220,2, fileira inferior, acido
palmitico, varreduras SIM com polaridade negativa para m/z 255,2).

Curvas de calibracao para quantificagédo por CAD
na presenca e na auséncia do gradiente inverso
foram comparadas (Figura 5). Com o gradiente
inverso, a sobreposicao das curvas de calibracao,
e consequentemente a uniformidade da resposta
foi melhor do que sem o gradiente.

O beneficio geral do gradiente inverso € a maior
uniformidade da resposta e a possibilidade de
quantificacdo com um calibrador universal. A
melhor uniformidade de resposta do CAD com o
gradiente inverso € imediatamente aparente. As

curvas de resposta na Figura 5B apresentam uma
similaridade maior que as curvas na Figura 5A, como
refletido pela maior similaridade entre as curvas de
resposta. Os resultados de gradiente inverso em curvas
de resposta menos acentuadas para substancias que
eluem em condi¢cdes predominantemente aquosas e
curvas de respostas mais acentuadas para substancias
que eluem principalmente em condicdes orgéanicas.4
Essa equalizacao facilita o use de um Unico calibrador
para quantificacao de analitos onde padrdes podem
nao estar disponiveis. Essa capacidade € demonstrada
na Figura 6, que exibe a quantificacdo de diferentes
analitos usando um unico calibrador.
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Figura 5. Curvas de calibragao para quantificagdao por CAD sem (A,
superior) e com (B, inferior) o gradiente inverso. Curvas para
butilparabeno, tetracosano e eicosano n&o sao apresentadas por seus
resultados de volatilidade em um limite de quantificagao de 50 pg/mL.



(bisfenol A). Bisfenol A foi escolhido por eluir
aproximadamente no ponto médio do gradiente.
Quando o gradiente inverso foi aplicado,
quantidades estimadas para oito analitos estavam
muito mais préoximas da marca de 20 ug/mL do que
na auséncia do gradiente inverso. Os trés analitos
semivolateis, butilparabeno, eicosano e tetracosano
tiveram uma resposta menor que o esperado e nao
puderam ser precisamente quantificados por um
unico calibrador universal (vide também Figura 6).
Eles nao foram apresentados na Figura 4 porque
nao puderam ser quantificados em uma
concentracao abaixo de 50 pyg/mL. Além da
volatilidade de analitos, a formacéao de sal também
pode afetar a resposta. Esses fatores e métodos
para identificar semivolateis séo explicados em
detalhes na Nota Técnica 72806.*
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Figura 6. Calibragdo usando um calibrador universal (bisfenol A)
com e sem o gradiente inverso. Usar a configuragdo de gradiente
inverso resulta em um sinal de resposta mais uniforme para o CAD e
consequentemente uma quantificagdo mais precisa com um padrao
universal. Os asteriscos indicam semivolateis, que possuem uma
resposta baixa e um limite de quantificagao de apenas 50 pg/mL.

Comparacao da uniformidade de resposta de UV e
CAD (Figura 7) confirma que o CAD é mais preciso
para a quantificacao de substancias desconhecidas. A
resposta do detector UV para uma molécula pequena

depende do coeficiente de extingdo molar da
molécula, que pode variar de 0 até 10.000 M-'cm™".
Portanto, analitos podem apresentar uma resposta
forte ou fraca em um comprimento de onda
determinado dependendo do cromdéforo presente.
Resposta do CAD é amplamente independente das
propriedades quimicas e fisicas de um analito.®
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Figura 7. Comparacgao da quantificacdo de um padrao reinjetado
de 20 pg/mL por UV e CAD usando um calibrador universal
(bisfenol A). O CAD fornece uma resposta uniforme, e portanto uma
quantificacao mais precisa que o UV se um calibrador universal for
aplicado. Butilparabeno foi identificado como um semivolatil no CAD e
n&o pdde ser quantificado pelo calibrador universal por seu limite de
deteccao de 50 pg/mL.

Andlise de amostra

A analise de contaminantes que lixiviam de bolsas de
cultura de células usadas na producao
biofarmacéutica é essencial para prevenir que
extraiveis e lixiviaveis toxicos acabem no produto e
potencialmente prejudiquem o paciente. As camadas
internas de quatro marcas diferentes de bolsas de
cultura de células de uso unico foram extraidas com
isopropanol e agua. A composicao do polimero da
camada interna dessas bolsas era de acetato-vinilo
de etileno e niveis diferentes de densidade de
polietileno. A analise de extrato revelou altos niveis do
agente deslizante invisivel de UV, erucamida, em trés
dos quatro extratos (Tabela 4 e Figura 8).



Tabela 4. Extraiveis conhecidos e desconhecidos das bolsas de cultura de células (Amostras A, B, C e D) e de tubos de microcentrifugas usados para preparar
as amostras (rotulados com um trago, — ). Onze picos menores adicionais (dados n&o apresentados), também foram detectados e quantificados por CAD. Abreviagoes:
bDtBPP = bis(2,4-di-terc-butifenol)fosfato; TBPP-ox = Irgafos 168 oxidado; IPA = isopropanal; RT = tempo de retencéo.

|| Quantidadegmy | |
RT (min) UV CAD HESI-MS - A B C D Massa Detectada Possivel Identidade

7,14 v v 5,5 5,2 5,2 5,6 5,2 325,3 (+) desconhecida
7,29 v v v X 1,9 1,7 3,1 X 374,83 (+) desconhecida
7,66 4 4 5,9 4,6 8,9 3,8 6,2 375,4 (-) desconhecida
7,73 v v v 149 144 111 144 136 473,4 (-) bDtBPP, [M-H]
8,28 4 4 4 124 131 95,6 132 115 403,4 (-) desconhecida
8,72 v v v X 31,8 31,9 368 21 338,3 (+) erucamida, [M+HJ*
8,83 v v 3,0 37 35 321 40 283,3 (-) acido estearico, [M+H]*
1017 v v v 19 158 162 152 82 66356855 7235()  orr 0% IMeHD [MeNal
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Figura 8. Andlise dos extratos do revestimento de bolsas de cultura de células pelo detector UV/Vis, por CAD e por MS. Cromatogramas de
UV (210 nm) e CAD da Amostra C. Varios extraiveis foram detectados com os dois métodos de detecgéo. Inser¢des: XICs de varreduras completas
usando HESI de dois extraiveis encontrados em varias amostras. Um é um extraivel desconhecido com um tempo de retencdo de 7,73 minutos e
um m/z de 473,3 em modo negativo. O outro é erucamida.

universal, isso para bisfenol A (Figura 9 e Tabela 4). A
MS permitiu atribuicoes de massa para todas as
substancias extraidas. Duas desconhecidas,
bis(2,4-di-terc-butilfenol)fosfato e uma forma oxidada de
Irgafos 168 puderam ser identificadas baseado por suas
massas detectadas e registros anteriores.'

Dois derivados de Irgafos™ 168 também estavam
presentes em varias amostras (Tabela 4), como
descrito anteriormente.” Ao todo, todos as 19
substancias desconhecidas e duas conhecidas
(acido estearico e erucamida) encontradas nas bolsas
foram quantificadas pela curva de calibracao



thermoscientific

Escolha de modo de ionizacao

Tanto HESI ou APCI mostraram-se adequados para
essa analise. Dezesseis das dezoito substancias no
padrao de calibracao foram detectadas com as duas
fontes, porém, sensibilidades variaram entre os modos
de ionizagao. A escolha do modo de ionizagéo é
baseada no tipo de analito. APCI é um processo de
ionizacao em fase gasosa adequado para analitos que
nao protonam ou deprotonam na fase liquida, ao
contrario do HESI, que € um processo que depende
de ions presentes na fase liquida. Por outro lado, HESI
€ mais adequado para compostos termolabeis que
sofrem sob as condicdes mais rigorosas do APCI. Em
caso de duvida, analisar a mesma amostra por dois
modos diferentes de ionizacao minimiza o risco de
perder picos pela baixa ionizagédo do composto.
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Figura 9. Andlise dos extratos do revestimento de bolsas de
cultura de células por UV, CAD e MS. (A). Quantidades estimadas
do agente deslizante, erucamida. (B). Quantidades estimadas do
agente de revestimento, acido estearico.

Saiba mais em thermofisher.com/ISQEM

Escolha de plataforma

Quando a amostra contém substancias desconhecidas
para as quais nao existem padrdes, a configuracao
multidetectora de gradiente inverso deve ser usada
para quantificar essas substancias pelo CAD. A
identificacdo de picos deve ser realizada por MS e
suportada por UV 3D/curvas de nivel. Se padroes
existem para todos 0s picos em uma amostra, uma
configuracao multidetectora com apenas um gradiente
analitico pode ser usada. A quantificacao € realizada
pelo CAD complementar e detectores UV, e a MS deve
ser usada para confirmacéo de picos.

Conclusao
e O detector UV/Vis e 0 CAD se complementam,
resultado em uma analise de amostra ampla.

¢ A configuragédo multidetectora de gradiente inverso
aceita 0 uso de um Unico calibrador que permite a
quantificacao de compostos que nao estéo
disponiveis como padrdes de referéncia ou cuja
identidade é desconhecida.

e Deteccao por espectrometria de massa fornece
informagdes adicionais sobre o0s analitos detectados
permitido a confirmacao das identidades de
compostos conhecidos ou identificacdes preliminares
de compostos desconhecidos. Para uma
caracterizacao completa da amostra, dois modos de
ionizacao, APCI e HESI, podem ser aplicados.
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