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Abstract

Controle de Qualidade Externo (QCExt): A amostra contendo a cepa codigo CCMR0280 cultivada em paralelo a
todos os lotes servira como referéncia para estudos comparativos estudo de comparacao entre as cepas do
CCMR (Culture Collection of Microorganisms at the Federal University of Rio de Janeiro). Apds secagem da
biomassa, a hova amostra da cepa cédigo CCMR0280 obtida no cultivo corrente sera combinada com o estoque
de CCMR0280-CQExt para distribuicao equitativa de Controle de Qualidade inter-lote.

Este documento se baseia no artigo: Long-Term Metabolomics Reference Material. G.J. Gouveia, A.O. Shaver,
B.M. Garcia, A.M. Morse, E.C. Andersen, A.S. Edison* and L.M. Mclntyre* Analytical Chemistry. 2021, 93, 26,
9193-9199. https://doi.org/10.1021/acs.analchem.1c01294

Troubleshooting
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Safety warnings

©® Manuseio de produtos quimicos e amostras bioldgicas: Certifique-se de estar familiarizado com os
riscos associados aos produtos quimicos utilizados, bem como as amostras bioldgicas, e siga as
diretrizes de seguranca apropriadas. Use equipamento de protecao pessoal, como luvas, avental e
6culos de protecao.

Liofilizacao: A liofilizacao envolve o congelamento de amostras, o que pode criar riscos de exposicao a
temperaturas extremamente baixas. Certifique-se de utilizar equipamento de liofilizacao em
conformidade com as normas de seguranca e evite o contato direto com superficies frias.

Armazenamento: Ao armazenar as amostras a -20°C, utilize um freezer dedicado para substancias
bioldgicas e quimicas, garantindo a identificacao clara de cada amostra. Certifique-se de que o freezer
esteja em boas condicdes de funcionamento e de que as amostras estejam devidamente seladas.

Identificacao de amostras: Rotule cuidadosamente todas as amostras com informacdes essenciais,
incluindo numero de lote e data de producao. Isso é fundamental para evitar confusdes e garantir a

rastreabilidade.

Descarte adequado: Certifique-se de seguir os procedimentos adequados de descarte de residuos de
acordo com as regulamentacdes locais e internacionais.

Treinamento: Garanta que todos os membros da equipe estejam adequadamente treinados nas técnicas
e praticas de seguranca especificas deste protocolo.

Procedimentos de emergéncia: Tenha planos de agao de emergéncia em vigor, incluindo o
conhecimento sobre como lidar com derramamentos, incéndios ou outras situacées adversas.

Avaliacao de riscos: Realize avaliacoes de riscos especificas para este protocolo e desenvolva medidas
de controle de riscos apropriadas.

Documentacao: Mantenha registros detalhados de todas as etapas do protocolo, incluindo medidas de
segurancga adotadas, para referéncia futura e rastreabilidade.
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Material

= microtubos de 2 mL com tampa de rosca
= tudo de centrifugagcao de 50 mL tipo Falcon
= Balanca analitica (AUW220 , Shimadzu)

Material em Estoque

2

Inicialmente, um lote inicial composto por 25 réplicas do cultivo da cepa codigo
CCMRO0280

foi (i) cultivado, (ii) coletado e combinado, (iii) submetido a liofilizacao e (iv)
posteriormente triturado em pé

Esta amostra triturada esta meticulosamente separada em 50, se possivel, aliquotas de
50 mg em microtubos de 2 mL com tampa de rosca

Para cada lote a ser produzido

4

= Em cada lote de cianobactérias cultivado para o estudo de comparacao entre as
cepas do CCMR, o cultivo da cepa codigo CCMR0280 sera adicionado, mantendo o
mesmo numero de réplicas do estudo.

= Esta amostra sera utilizada para controle de qualidade intra-lote e também fara parte
da composicao da amostra CCMR0280-CQExt que, por sua vez, sera utilizada para
controle de qualidade inter-lotes.

A cada lote de cepas a serem cultivadas, apods a conclusao da etapa de coleta e
liofilizacdo da biomassa, uma amostra de CCMR0280-CQExt sera adicionada como
amostra de controle de qualidade

= O objetivo € minimizar a variancia entre as amostras em todas as etapas de analises
dos lotes, facilitando o processo de correcao entre diferentes lotes.

Das amostras da cepa cédigo CCMR0280 cultivadas a cada lote, apds coleta da
biomassa e liofilizacao, sera retirada uma aliquota e combinada em um tudo de
centrifugacao de 50 mL tipo Falcon para a quantidade equivalente a pelo menos 100 mg

Essa amostra combinada sera triturada e homogeneizada

Uma aliquota de 50 mg desta amostra (da cepa cédigo CCMR0280 cultivadas em cada
lote) sera adicionada a sequéncia de amostras CCMR0280-CQEXxt
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= As amostras CCMR0280-CQExt serdo armazenadas em freezer a -20°C em uma
caixa devidamente identificada. Cada nova amostra devera ser etiquetada com o
numero de lote e data de producao.

= Neste momento, teremos uma série de aliquotas de 50 mg de amostras CCMR0280-
CQEXxt, incluindo aquelas que serao produzidas a cada novo lote de cultivo

9 Quando chegar o momento de realizar a etapa de extracao e preparo das amostras de
cada lote, as 10 primeiras amostras CCMR0280-CQExt da série serao (i) reunidas, (ii)
homogeneizadas e (iii) 5 aliquotas representativas de 50 mg serao adicionadas a
sequéncia de extracao

= Para o primeiro lote, as amostras de 1-10 serao utilizadas
= Para o segundo lote, as amostras de 2-11 serao utilizadas
Para o terceiro lote, as amostras de 3-12 serdo utilizadas
Para o quarto lote, as amostras de 4-13 serao utilizadas, e assim por diante

CQExt para CQExt para
lote1 lote3

CQExtpara  cQExt para
lote2  |gteq

Esquema representativo considerando 40 aliquotas iniciais de CCMR0280-CQEXxt, onde a
amostra do primeiro lote do estudo sera adicionada apenas no 12° lote
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10 O protocolo de extracao das biomassas devera ser seguido rigorosamente com todas as
amostras de cada lote, incluindo essas 5 amostras CCMR0280-CQEXxt

11 Todas os dados analiticos adquiridos a partir das amostras CCMR0280-CQExt serao
avaliadas quanto a sua homogeneidade

= 10 das aliquotas produzidas inicialmente (step 3) serao separadas e submetidas a
etapa de extracao e preparo das amostras para aquisicao dos dados analiticos

= Estes dados analiticos serao utilizados para comprovacao de homogeneidade
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A vantagem estd no fato de que a transigdo antes e depois do lote 11 ocorre de forma
gradual e envolve variagies pequenas, ao contrario de uma mudanga brusca e distinta
em forma de degrau. Essa transigio gradual facilita um processo de correcio muito
mais simples e gerenciavel em comparacao com uma mudanca abrupta em degrau.

Esquema representativo considerando 40 aliquotas iniciais de CCMR0280-CQEXxt, onde a
amostra do primeiro lote do estudo sera adicionada apenas no 12° lote
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