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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
metodologias analiticas para a determinacdo de L-glutamina por
espectrofotometria e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Para validacdo das metodologias, foram determinados: especificidade,
linearidade, limite de deteccdo e de quantificacdo, precisdo, exatidao e
robustez. As concentracdes avaliadas foram na faixa de 0,02 a 0,8 mg/mL.
Foi possivel constatar por intermédio da avaliagcdo dos parametros, que a
metodologia por CLAE foi a melhor, visto que demonstrou maior
sensibilidade, reprodutibilidade e eficiéncia para determinacéo de glutamina.

Introducao

A glutamina é o principal aminoacido encontrado no plasma e no
tecido muscular, sendo considerado um L-a-aminoacido ndo essencial.
Apesar da grande reserva muscular de glutamina, os estoques enddégenos
podem reduzir-se, durante insultos catabdlicos tais como grandes cirurgias,
queimaduras extensas, cancer, septicemia e inflamacdo (CRUZAT et al.,
2009). A demanda metabdlica excede a sua capacidade de sintese, sendo
necessaria a suplementacao pela dieta devido a sua reducdo nos niveis
plasmaticos. Os beneficios da suplementacdo da glutamina podem ser o
aumento da sintese de glutationa, potencializando as defesas antioxidantes;
0 aumento da sintese de proteinas da resposta inflamatoria; a preservacao
da funcéo imune, servindo de fonte energética para linfocitos e precursores
de citocinas. Estudos comprovam que a suplementacéo oral de glutamina,
promove diminuicdo no tempo do paciente em ventilagdo mecanica, no uso
de nutricdo parenteral e da permanéncia do paciente internado, reduzindo o
namero de infeccdes e consequentemente a queda da mortalidade
(SCALISE et al.,, 2016). Essa suplementacdo exige a administracdo de
produtos contendo glutamina com um rigido controle de qualidade, que
depende da quantificacdo da substancia na formulacdo. Dentre os métodos
utilizados para essa analise, podem ser citadas a espectrofotometria e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (COLLINS, 2006). Assim, o
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objetivo do presente projeto foi desenvolver e validar metodologia analitica
para a determinacéo de L-glutamina.

Material e métodos

Reagentes e matérias-primas

Metanol (grau de pureza 99.90%, CLAE; J.T. Baker®); L-glutamina (grau de
pureza = 99 %, padrdo primario, Sigma — Aldrich®); Agua ultra-purificada
obtida em sistema Milli-Q Plus (Millipore®); Ninhidrina; Fosfato de sédio
monobasico; Fosfato de sodio dibasico.

Desenvolvimento e validacdo do método por CLAE

Foi desenvolvido um método de analise por CLAE, no qual como fase movel
utilizou-se agua:metanol (90:10 ; V/V) em um sistema isocratico para a
determinacdo de GLU, essa fase movel foi desgaseificada em banho
de ultrassom (modelo Ultracleaner 1400 Unique®). A andlise foi realizada
usando um cromatografo modelo Prominence-i LC-2030C 3D, injetor
automatico com refrigeracéo e detector de Arranjo de Diodos (Shimadzu®). A
fase estacionaria foi composta por coluna de fase reversa C-18 modelo
Shim-pack VP-ODS, 4,6 mm x 15 cm e diametro de particula de 5 ym, a 30
°C, fluxo de 0,8 mL/min, e comprimento de onda de 210 nm para deteccao e
determinacdo. O volume injetado foi de 5.0 pyL (injecdo automatica) e a
analise foi realizada durante 5 min. Os cromatogramas foram obtidos no
comprimento de onda de maxima absorcdo da GLU, utilizando um detector
UV. Foram pesados 25 mg de GLU padrdo analitico em balanca analitica
(modelo AUW220D, Shimadzu®) e diluido com &gua ultra-purificada, sendo
transferido para um baldo volumétrico de 25 mL, de modo a obter uma
solugdo-mée (ou primaria) com concentracao final de 1.0 mg/mL. Aliquotas
desta solugédo foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL para
gerar as solugcdes com as concentra¢cdes finais de 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,6; 0,7 e 0,8 mg/mL. As analises foram realizadas em, no minimo, seis
replicatas.

Método espectrofotométrico direto

Para avaliar a especificidade do método, foi realizada uma analise do
espectro de absor¢cao da GLU nos comprimentos de onda de 190 a 450 nm.
Na analise da linearidade, foi preparada uma solugdo-mée contendo 1,0
mg/mL de GLU em agua purificada e foram realizadas diluicdes da mesma,
para obtencéo das soluc¢des padréo, cujas concentracdes variaram de 0,20 a
0,70 mg/mL (n = 7). Em seguida, 2,0 mL de cada solugcdo padréo do
aminoacido foram colocados em cubeta de quartzo e a absorbancia foi
medida frente a um branco (dgua purificada) em espectrofotdmetro no
comprimento de onda especifico de 210 nm.

Método espectrofotométrico indireto apos reacédo com ninhidrina
Uma solugéo tampéo fosfato 0,1 mol/L (pH 7,0) foi preparada pela adicao de
0,69 g de fosfato de s6dio monobésico e 0,70 g de fosfato de sodio dibasico
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a um baldo volumétrico de 100 mL, cujo volume foi completado com agua
purificada. Para a preparacdo do reagente de ninhidrina 1% (m/V), em um
baldo volumétrico de 25 mL, foram adicionados 0,25 g de ninhidrina e o
volume foi completado com a solugéo tampéo fosfato 0,1 mol/L. Para avaliar
a especificidade do método e o comprimento de onda a ser utilizado, foram
analisados os espectros de absor¢cdo de uma solucédo de GLU a 0,8 mg/mL
apos a reagdo com ninhidrina 1% nos comprimentos de onda de 200 a 800
nm. A linearidade do método, foi avaliada por meio de uma solu¢cdo-mae 1,0
mg/mL de GLU preparada em tampéao fosfato 0,1 mol/L em baldo de 25 mL e
foram realizadas diluicbes da mesma para obtencéo das soluc¢des padrao de
concentragdes 0,02 a 0,80 mg/mL (n = 3). Em seguida, aliquotas de 1,0 mL
de cada solucdo padrdao de GLU foram colocadas em tubos de ensaio e
foram adicionados 1,0 mL do reagente de ninhidrina 1%. Os tubos foram
fechados e colocados em equipamento de banho-maria a 100 £ 2 °C por 10
min e, apds este periodo, foram imediatamente transferidos para um banho
de gelo para parar a reacdo. A mistura de reacéo foi colocada em cubeta de
guartzo e a absorbancia foi medida frente a um branco (1,0 mL de tampé&o
fosfato 0,1 mol/L e 1,0 mL de reagente de ninhidrina 1%) em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm.

Validacéo

A linearidade foi avaliada a partir da equacdo da reta pelo método dos
minimos quadrados e a verificagdo da linearidade utilizando andlise de
variancia ANOVA. O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacéo (LQ)
foram calculados com base no desvio padréo (s) e na inclinacdo da reta (S).
Para a verificacdo da especificidade foi medida a resposta do analito na
presenca de suas impurezas. A precisdo foi avaliada em dois niveis:
repetibilidade e precisdo intermediaria. A exatiddo foi determinada pelo
ensaio de recuperacdo. Para a avaliagdo da robustez, as absorvancias de
trés solucbes-mae de GLU nas mesmas concentracoes da precisao e
exatiddo foram medidas nos comprimentos de onda estabelecidos em
ensaio, porém no método por CLAE foram alteradas condi¢cdes
cromatograficas como o fluxo e a temperatura, e no caso do meétodo
espectrofotométrico foi utilizado um equipamento espectrofotométrico
diferente (ICH, 2005).

Resultados e Discussao

Os meétodos por CLAE e espectrofotométrico direto foram validos. Em
relacdo linearidade as regressbes foram altamente significativas e nao
apresentaram falta de ajuste. Os métodos foram considerados sensiveis a
partir das relagées pico ruido do limite de detec¢do e limite de quantificacao.
O método mais sensivel foi por CLAE devido ao seu LQ que foi de 0,026
mg/mL, comparado ao LQ espectrofotométrico o qual foi de 0,056 mg/mL.
Mostraram boa exatiddo com recuperacdo media de 99,99 + 0,36% para
CLAE e de 98,46 + 0,65% para analise espectrofotométrica, sendo, portanto
a metodologia por CLAE mais exata. Os métodos propostos indicaram boa
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precisao visto que os coeficientes de variagao (CV) foram inferiores a 5%.
Também foi avaliada a robustez das metodologias, alterando alguns
parametros, como a temperatura e fluxo no caso da CLAE e alterando o
equipamento no meétodo espectrofotométrico direto, em relacdo a essas
mudancas ndo houve alteracdes significativas na detecgédo da glutamina. O
método espectrofotométrico indireto com reacdo de ninhidrina ndo se
mostrou valido, visto que ndo atendeu ao parametro da linearidade, com
coeficiente de determinacdo R2 0,5037 e coeficiente de correlacao linear de
R 0,7097, sendo, portanto a regressdo linear nao significativa. Apds a
comparacdo dos meétodos e avaliacdo de todos esses parametros, foi
observado que o método por espectrofotdbmetro direto € uma opcao eficiente,
reprodutivo, com menor custo, e ainda com a vantagem da diminuicdo de
interferentes e processos trabalhosos se comparada ao método por CLAE.
Porém, a metodologia analitica por CLAE possui uma maior sensibilidade,
reprodutibilidade e especificidade.

Conclusbes

O estudo em questdo demonstrou que as metodologias por CLAE e
espectrofotometria direta foram validas, ja o método espectrofotométrico
indireto ndo se mostrou valido. Dos métodos validados, a metodologia por
CLAE proporcionou separacdo da glutamina com alta resolucdo, sendo
caracterizado como melhor método devido a sua alta reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade. Portanto, pode ser concluido que esses
métodos analiticos validados podem ser U(teis como ferramentas na
determinacdo de glutamina em varios produtos, assegurando uma
suplementacdo segura aos pacientes.
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