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Estudo de homogeneidade

Para o estudo de homogeneidade foram utilizados 16 frascos escolhidos por amostragem
aleatéria estratificada. As amostras foram ressuspensas com aproximadamente a mesma
quantidade de agua perdida durante a liofilizagdo. A extragéo dos analitos foi realizada pelo método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), baseado na extragdo com acetonitrila e
adi¢do dos sais acetato de sddio e sulfato de magnésio, seguida da determinacédo da MON no leite
pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
Sequencial (LC-MS/MS). O método empregado é capaz de determinar residuos de seis iondforos
poliéteres em leite, incluindo a MON, e foi desenvolvido e validado por Pereira®, seguindo o
Procedimento Operacional Padrdo®, que se baseia na Decisdo 657/20021°. Os resultados foram
avaliados estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA).

A administracédo de antibiéticos em animais produtores de leite tem a finalidade de acelerar o
crescimento de novilhas, de aumentar a eficiéncia produtiva e de tratar diversas infecgdes durante a
lactagdo na vida adultal. Entretanto, de acordo com Spisso et al?, o descuido no cumprimento das
boas préaticas veterinarias pode ocasionar niveis de residuos inseguros em diferentes tecidos, com
potenciais efeitos adversos a salde humana devido as propriedades toxicas e alergénicas das
substancias e a contribuicéo para o desenvolvimento de organismos resistentes.

Conforme descrito pela norma ABNT ISO Guia 35%, material de referéncia (MR) é um material
suficientemente homogéneo e estavel em relacdo a uma ou mais propriedades especificadas e que foi
estabelecido como sendo apropriado para sua utilizagéo pretendida em um processo de medigéo. Ele
serve para a calibragdo de um sistema de medicdo, para a avaliagdo de um procedimento de
medigao, para a atribuicéo de valores a outros materiais e para o controle de qualidade.

Diz-se que um material é perfeitamente homogéneo em relacéo a uma propriedade quando ndo
existir nenhuma diferenca entre os valores de propriedade de uma parte (item) para outra. Na pratica,
se uma diferenca entre os valores de uma parte (item) para outra for desprezivel quando equiparada
a componente de incerteza proveniente, por exemplo, da caracterizagdo, o material é considerado
homogéneo em relagédo a uma determinada propriedade®.

Segundo Watanabe et al*, o antibiético mais amplamente utilizado em ruminantes, a fim de
melhorar a eficiéncia alimentar e a producéo global é a monensina (MON), da classe dos ionéforos
poliéteres. A substancia (CAS 17090-79-8) € uma mistura de quatro analogos, A, B, C e D. A

monensina A é a principal componente, representando 98% da composicéo®. A seguir é apresentada a
estrutura quimica da MON. Figura 3. Leite em p6 liofilizado e ressuspéhsistema LC-MS/MS
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O método utilizado foi validado na faixa de 1 a 6 ng/mL para a MON e apresentou limite de
deteccdo de 0,06 ng/mL, limite de quantificagdo de 0,1 ng/mL e recuperagdo em condi¢des de

CH preciséo intermediaria de 103,7% com 9,6% de desvio padréo relativo.
HO  ‘CH.OH Uma das condicGes para a produgéo de materiais de referéncia é o estudo de homogeneidade,
H,C—R3 : pois € um dos elementos fundamentais para a garantia da conservacdo das propriedades fisico-
quimicas em todos os MR produzidos® 2. Inicialmente, uma regressao linear foi empregada para
detectar possiveis tendéncias na preparacéo da amostra, avaliando-se as médias de concentracdo
Factor A1 R2 R3 nos frascos (média de valores de injecdo) como uma fungdo do nimero de sequéncia. A Figura 4
apresenta o gréfico de tendéncia, e a Tabela 1 a ANOVA. Como o valor de Significance F > 0.05,
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conclui-se que néo foram observadas tendéncias nas amostras (frascos) e o lote é adequado para
B “CHa H H certificagao.
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Figura 1. Estruturas quimica da monensina GRAFICO DE
Com a finalidade de aumentar a vida Util do material produzido, foi realizada uma liofilizacdo do e
leite liquido, conhecida também como criodesidratacdo. Esse processo consiste em um exemplo | DN = i~

particular de desidratagdo por sublimagéo, que é a transformacéo direta do gelo do alimento em vapor
d’agua, sem passar pelo estado de &gua liquida®.
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O objetivo do presente trabalho é apresentar o estudo de homogeneidade de um MR
produzido, pois esse parametro é um dos requisitos para a sua caracterizagéo.

. | MON 2 MO 8 MO 24 MO 27 MONS1 HONS8 MO 47 HON 55 HON 5 MON 7 N 30 MO 54 N 8 OW 35 MON N
w
|

Flgura 4. Gra'lco de lendenc\a do estudo de homzl;ade

Tabela 1. Andlise de variancia fator nico.

- e . ANOVA
Fortificagé@o do material i 3 'S 3 Significance £
Primeiramente, 1 L de leite cru foi desnatado por centrifugagdo a 0 ° C, 11,5 rad/s por 10 Regression 1 0001431 0001431 0219189318 0.646863782
minutos e fortificado com solugdo padrdo de monensina, em concentragdo proxima ao Limite Residual 14 0.091394 0.006528
Méaximo de Residuo em leite’. Aliquotas de aproximadamente 2,5 mL desse leite foram distribuidas Total 15 _0.092825

em 116 frascos de vidro &mbar e congeladas a -70° C para posterior liofilizag&o. o . . [/ . N yaR
A contribui¢éo da incerteza da homogeneidade foi estimada pela andlise de variancia fator

unico, ANOVA (Tabela 2), empregando-se os valores de média quadratica entre os grupos (MS

Liofilizagéo o - N .
As amostras do lote foram organizadas em 4 suportes. Todo o lote foi desidratado por 24 horas Between Groups) e dentro dos grupos (MS Within Groups). A incerteza da homogeneidade, uy, foi
em liofilizador da marca Liotop, modelo K105. Os parametros foram temperatura a 103° C e 92 de 3,86%.
pumHg de véacuo no final do processo. Os frascos foram lacrados e armazenados a -70° C. Tabela 2. Anlise de variancia fator dnico.
ANOVA
= m Source of Varation SS of M3 F P-value F cnt
- = E 5 i Between Groups  0.3713 15 0.024753 1.656665 0.083646 1.880175
Within Groups [Vhavy] 48 0.014942
. Total 1.0885 63

A producéo de um material de referéncia de MON em leite faz parte de um projeto inovador,
uma vez que ndo existe ainda nenhum fornecedor desse material. O MR produzido, apds
constatada a sua homogeneidade e estabilidade (dados ndo apresentados), serd caracterizado de
forma a possibilitar sua certificacdo. O material de referéncia certificado (MRC) possibilitara a

= melhoria da qualidade das andlises em laboratérios de residuos de antimicrobianos em alimentos e
Figura 2. Coleta de leite cru, centrifuga e ligftior o respaldo as acdes de controle e fiscalizagdo sanitaria.
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