XIX Encontro Nacional e
V Congresso Latino Americano
de Analistas de Alimentos

B El = ETHIT T T =m3E

ENAAL 2015 | 16 a 20 AGOSTO 2015

PRAIAMAR HOTEL - NATAL - RIO GRANDE DO NORTE - BRASIL

r 1T &
% LACEN=

SBAAL - __==onmn

Projeto piloto de producéo de material de referéncia de
salinomicina em matriz ovo: estudo de homogeneidade
e estabilidade de curta duracao

Ferreira RG!, Pereira MU?, Monteiro MA?, Spisso BF!

lnstituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)/ Fundacéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz)

INTRODUCAO

Materiais de referéncia representam ferramentas para o controle de
gualidade de laboratérios acreditados ou que almejam a acreditacdo pela
ISO/IEC 17025. H&4 uma escassez de materiais de referéncia na area de
residuos de medicamentos veterinarios em produtos de origem animal, o que
dificulta o controle desses residuos nos alimentos. Orientagbes sobre a
preparacdo dos materiais de referéncia estao disponiveis nas ISO Guias 31, 34
e 35.

No Brasil, € autorizado o uso de anticoccidianos ionoforos poliéteres em
ragOes para auxiliar na prevencgéo da coccidiose em frangos de corte e frangas
de reposicdo. A presenca de residuos dessas substancias em ovos ocorre
através da contaminacdo (ndo intencional) em ra¢cdes destinadas a poedeiras
comerciais. Os ionoforos poliéteres ndo sdo usados na medicina humana.
Estudos em animais e casos de exposi¢cdo acidental em seres humanos tém
mostrado que os iondforos provocam efeitos cardiovasculares, insuficiéncia
renal e outros sintomas (SPISSO et al, 2010a, DORNE et al, 2013, NOGUEIRA,
FRANCA; VERGAS,2009).

Desde 2009 é estabelecido pela Unido Europeia, um Nivel Maximo (de
tolerancia) de 3 ug/Kg para salinomicina em ovos (EUROPEAN UNION, 2009).

A proposta de se produzir um material de referéncia de salinomicina, um
anticoccidiano ionoforo poliéter, tendo o ovo como matriz, € relevante para que
os laboratérios possam expandir seu escopo analitico e melhorar
significativamente a confiabilidade das analises, contribuindo assim para o
controle destes residuos em ovos.

Convém que materiais de referéncia sejam certificados com relacdo a
homogeneidade, estabilidade, e o(s) valor(es) de propriedade certificado(s).
Para controle de qualidade interno, entretanto, o dltimo requisito pode ser
relevado, mas homogeneidade e estabilidade adequadas sdo essenciais
(INMETRO, 2010).

O objetivo principal deste trabalho é apresentar os dados dos estudos de
homogeneidade e estabilidade de curta duracdo de um projeto piloto de
producao de um material de referéncia de salinomicina na matriz ovo.
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MATERIAL E METODOS

2 kg de ovo integral pasteurizado, previamente analisado e constatado a
auséncia de salinomicina, foi fortificado com 10 mL de solucdo de salinimocina
na concentracdo de 1 ug/mL. Homogeneizou-se por 1 h. O produto fortificado
foi distribuido em recipientes plasticos do tipo “tupperware” e congelado a -70
°C por 12 h e, posteriormente, liofilizado (Liofilizador Liotop, K105, Brasil) por
40 h a temperatura inicial de -99 °C, temperatura final de -102 °C e vacuo a
0,044 mmHg.

As amostras liofilizadas foram trituradas com auxilio de gral e pistilo,
homogeneizadas utilizando-se a rotacdo de um evaporador rotativo (Heidolph,
Laborota 4003, Alemanha) com agitacdo de 25 rpm e vacuo de 600 mmHg, a
temperatura ambiente por 1 h.

Para a verificagdo da auséncia de salinomicina na matriz que foi
fortificada para os estudos de homogeneidade e estabilidade do material
produzido utilizou-se um método analitico baseado na extracdo com solvente e
determinacao pela técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas sequencial (LC-MS/MS) desenvolvida e validada pelo Laboratorio
de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos do INCQS/ Fiocruz
(SPISSO et al, 2010b).

Para o estudo de homogeneidade utilizou-se 16 amostras selecionadas
de forma aleatéria, por meio de sorteio. Os dados obtidos foram verificados
para outliers utilizando o teste de Grubbs e a andlise de regresséo foi realizada
para detectar possiveis tendéncias a respeito da sequéncia de enchimento dos
frascos ou a sequéncia analitica. A andlise de variancia de um fator (ANOVA)
foi realizada para estimar a contribuicdo da incerteza de uma possivel
heterogeneidade, calculada em fungéo dos valores da média quadratica (MQ)
entre os frascos (MQente) € dentro dos frascos (MQgentro), conforme
recomendado pela ISO Guia 35.

O estudo de estabilidade de curta duragcdo foi realizado em 2
temperaturas distintas: -20 °C (freezer), 25 °C (ambiente), em um periodo de
trinta dias, utilizando-se o modelo is6crono. Os resultados foram avaliados
considerando como valor de referéncia as concentracdes de salinomicina das
amostras armazenadas a -70 °C, condi¢cdo essa em que se acredita ndo haver
nenhum tipo de alteracdo na amostra e na concentracao da salinomicina.

A avaliacao foi realizada pela analise de regresséao linear simples para
verificacdo da relacdo entre as duas variaveis, concentracdo versus tempo. O
critério de avaliagdo da andlise de tendéncia para o estudo de estabilidade,
para o modelo linear, é que a inclinagéo seja insignificante?.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo de tendéncia nos lotes, o valor-P > 0,05 obtido para todos
os lotes indica que a regressao € insignificante, e, dessa forma, todos os lotes
estdo adequados para certificagcéo.

Os resultados das analises de variancia com fator Unico dos lotes estédo
representados na Tabela 1. O teste F confirmou ndo haver diferencas
significativas entre os resultados, pois apresentaram valores de Fcaiculado < Feritico
(o= 5%), indicando que nenhum grau de heterogeneidade significativa foi
detectado nos lotes. Isso demonstra que a variacdo da concentracdo de
salinomicina na composicdo das amostras distribuidas nos recipientes foi
suficientemente pequena para o objetivo proposto. O valor da incerteza global
encontrado para o lote foi de 2,6 %.

Sendo assim, os resultados encontrados foram satisfatérios em relagcéo
a homogeneidade da amostra, indicando que os procedimentos realizados no
preparo do lote foram adequados para a producao de um material de referéncia
de matriz ovo contendo salinomicina.

Tabela 1 — ANOVA —fator Unico do estudo de homogeneidade

Fonte da variacao SQ gl MQ F  valor-P Fcritico
Entre grupos 1,10 15 0,07 041 0,96 1,99
Dentro dos

grupos 572 32 0,18

Total 6,82 a7

Os gréficos de tendéncia das amostras avaliadas para as temperaturas
de 25 °C e -20 °C estéo ilustrados, respectivamente, no Grafico 1. A Tabela 2
mostra os valores da inclinacdo, dos erros-padréo da inclinagao e os valores-P
extraidos da analise de regressdo, assim como os fatores t de Student e o
produto da multiplicacdo do t(,95: n-2) X S(b1), obtidos da andlise de regresséo
dos produzidos e avaliados, respectivamente, para as temperaturas de 25 °C e
-20 °C. A ANOVA de fator Unico confirmou a estabilidade da salinomicina por
30 dias nas temperaturas de -20 °C e 25 °C, pois ndo houve diferencas
estatisticamente significativas nas variancias.

Gréfico 1 — Tendéncia das medi¢cdes em funcdo do tempo para o estudo
de estabilidade a 25 °C e -20 °C.

Estabilidade a 25 °C Estabilidade e -20 *C

6,00

o
=}
=3

5,50

omicina (ug/Kg)
in
o

£ 500
=

tragdo de Salinom
L
*
*

o

=

e

B 450 ¢ 450 @
¥

*
»
*

Concentragio de Salinomicina (1g/Kg)

Kl
=)
=]

[
£ 4,00
8

=}
w
=]
=
n
o
=}
W
w
o
w
@«
o
=
5]
-
I~
5]

25 30 35




XIX Encontro Nacional e
V Congresso Latino Americano
de Analistas de Alimentos

B El = ETHIT T T =m3E

ENAAL 2015 | 16 a 20 AGOSTO 2015

PRAIAMAR HOTEL - NATAL - RIO GRANDE DO NORTE - BRASIL

Promogao: Realizagao

- g:‘

SBAAL _.SESARRN

Tabela 2 — Dados obtidos da analise de regressdo e avaliacdo da
inclinac&o do estudo de estabilidade de curta duragao a 25°C e -20°C

Parametros 25°C -20 °C
Inclinacao (|b|) 0,005 0,004
Erro-padréo s(b1) 0,007 0,004
Valor-p (>0,05) 0,550 0,382
t(0,95; n-2) 2,447 2,447
to,95 n-2) X S(b1) > |ba| 0,018 0,010

CONCLUSAO

Os estudos de homogeneidade demonstraram que 0s procedimentos e
condicdes de preparacdo e embalagem dos materiais foram satisfatérios, uma
vez que o lote se apresentou homogéneo.

Pelos estudos de estabilidade de curta duracéo verificou-se que para a
preservacao da integridade da matriz o material deve ser transportado livre de
calor, sendo mantido na faixa de temperatura de 25 °C a -20 °C.

Os resultados obtidos até o momento subsidiam a viabilidade da
producédo do material de referéncia de salinomicina em matriz ovo, que podera
se tornar um material de referéncia candidato a certificagéo.
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