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RESUMO

FERREIRA, Rosana Gomes. Estudo de Viabilidade da Producdo de Material de
Referéncia do Anticoccidiano lonéforo Poliéter Sali nomicina em Matriz Ovo. Rio de
Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioguimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2014.

Um estudo de viabilidade da producao de um material de referéncia permite avaliar qual é a
melhor forma de preparo, tratamento e processamento da matriz, além de estabelecer os
melhores métodos de andlise e técnicas estatisticas a serem empregados na avaliagdo dos
estudos de homogeneidade, estabilidade e caracterizacdo do material. Materiais de
referéncia representam ferramentas para o controle de qualidade de laboratérios
acreditados ou que almejam a acreditacdo pela ISO/IEC 17025. HA uma escassez de
materiais de referéncia na area de residuos de medicamentos veterinarios em produtos de
origem animal, o que dificulta o controle e a vigilancia desses residuos nos alimentos.
Orientacdes sobre a preparacao dos materiais de referéncia estdo disponiveis na ISO Guia
35. No Brasil, é autorizado o uso de anticoccidianos ionéforos poliéteres exclusivamente em
racbes para auxiliar na prevencdo da coccidiose em frangos de corte e frangas de
reposicdo. A presenca de residuos dessas substancias em ovos ocorre através da
contaminagdo (n&o intencional) em racdes destinadas a poedeiras comerciais. A proposta
de se produzir um material de referéncia de salinomicina, um anticoccidiano iono6foro
poliéter, tendo 0 ovo como matriz, € importante para que os laboratérios possam expandir
seu escopo analitico e melhorar significativamente a confiabilidade das analises,
contribuindo assim para o controle e vigilancia destes residuos em ovos. O objetivo principal
deste trabalho foi estudar a viabilidade da producdo de um material de referéncia de
salinomicina na matriz ovo. Como técnicas de preservacdo da matriz foram utilizadas a
liofilizacdo e a desidratacdo por spray drying. Os estudos de homogeneidade e estabilidade
dos lotes produzidos foram avaliados conforme as recomendagdes da norma ISO Guia 35.
Outras técnicas estatisticas, além das descritas na norma, foram utilizadas nestes estudos.
Os resultados mostraram que tanto a liofilizagcdo quanto a secagem por spray drying sao
adequadas para desidratar a matriz e assegurar a estabilidade do material. Porém, algumas
vantagens e desvantagens para os diferentes processamentos foram observadas. Algumas
técnicas estatisticas utilizadas nos estudos de homogeneidade e estabilidade se mostraram
mais adequadas do que as técnicas propostas pela norma ISO Guia 35. Os estudos de
homogeneidade e estabilidade dos lotes, realizado de acordo com as técnicas estatisticas
propostas pela ISO Guia 35, demonstraram que todos o0s lotes se apresentaram
homogéneos e, que para a preservacdo da integridade da matriz, o material deve ser
transportado livre de calor, sendo mantido na faixa de temperatura de 25 °C a -20 °C.
Fundamentando-se pelas informacdes de estabilidade do analito encontradas na literatura, e
do ovo em po industrializado, espera-se que o material seja estavel nas condi¢cées de tempo
e temperatura estabelecidas no planejamento do estudo de estabilidade de longa duracéo.
Portanto, os resultados obtidos até o momento, subsidiam a viabilidade da producéo do
material de referéncia de salinomicina em matriz ovo, que poderd se tornar um material de
referéncia candidato a certificacao.

Palavras-chaves: material de referéncia, ovo, salinomicina.



ABSTRACT

FERREIRA, Rosana Gomes. Estudo de Viabilidade da Producdo de Material de
Referéncia do Anticoccidiano lonéforo Poliéter Sali nomicina em Matriz Ovo. Rio de
Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioguimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2014.

A feasibility study on the production of a reference material allows the evaluation of the best
way of matrix preparing, handling and processing, besides establishing the more suitable
analytical methods and statistical techniques to be used in the evaluation of material
homogeneity, stability studies and characterization. Reference materials represent valuable
tools for the quality control of accredited laboratories or those that aims accreditation by
ISO/IEC 17025. There is a shortage of reference materials in the field of veterinary drug
residues in food of animal origin, which hampers the control and surveillance of these
residues in food. Guidance on the preparation of reference materials is available in 1SO
Guide 35. In Brazil, the use of anticoccidial polyether ionophores is allowed in feeds
exclusively to assist in the prevention of coccidiosis in broilers and replacement pullets. The
presence of residues of these substances in eggs occurs through contamination
(unintentional) in feed for laying hens. The proposal to produce a reference material of
salinomycin, an ionophore anticoccidial polyether in egg matrix is important for laboratories
to expand their analytical scope and significantly improve the reliability of the analysis, thus
contributing to the control and monitoring of these residues in eggs. The main objective of
this work was to study the feasibility of producing a reference material of salinomycin in egg
matrix. Preservation techniques used were lyophilization and spray drying dehydration. The
studies of homogeneity and stability of the produced batches were evaluated according to
the recommendations of ISO Guide 35 standard. Other statistical techniques beyond those
described in the standard were used in these studies. The results showed that both the
freeze-drying as spray drying are suitable for dehydrating the matrix and ensuring the
stability of the material. However, some advantages and disadvantages for different
processes were observed. Some statistical techniques used in the studies of homogeneity
and stability studies were more appropriate than those proposed by ISO Guide 35 standard.
The homogeneity and stability studies of lots held in accordance with the proposed ISO
Guide 35 statistical techniques showed that all batches were homogeneous and in order to
preserve the integrity of the matrix, the material must be transported free of heating being
maintained in the temperature range of 25 °C to -20 °C. Based on information from
regarding, the stability of the analyte described in the literature, and the stability of
industrialized egg power, it is expected that the material be stable under the time and
temperature conditions established in the design of the long term stability study. So, the
results obtained up to now supports the feasibility of production of salinomycin reference
materials in egg matrix, which may become a reference material candidate for accreditation.
Keywords: reference material, eggs, salinomycin.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Ovo - a Matriz

O ovo é um alimento de origem animal bastante consumido pela populacéo
brasileira, uma vez que o conteudo liquido completo € uma excelente fonte de nutrientes. De
acordo com o ultimo Relatério Anual da Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF) de 2013, o
consumo per capita de ovos ao ano de 2012 foi em média de 161,53 unidades/ habitante. A
producdo de ovos comerciais no Brasil esta bastante concentrada na regido Sudeste do pais
e foi de aproximadamente 31 bilhdes de unidades em 2012, sendo que 99% dessa producédo
destinou-se ao mercado interno e apenas 1% da producéo foi destinada a exportacao. As
exportacdes brasileiras de ovos somaram 26,8 mil toneladas em 2012, o0 que representa um
aumento de 61,2% em relacdo a 2011, sendo 94,47% de produtos in natura e 5,53% de
produtos processados (UBABEF, 2013).

O ovo também é considerado uma matéria-prima bdasica na indastria de alimentos,
devido as suas propriedades funcionais, tais como a emulsificacdo, a formacao de espuma e
a gelificacdo. Essas propriedades naturais do ovo inteiro sdo aplicAveis em produtos de
panificacdo, misturas de padaria, maionese e molho para salada, doces, sorvetes, massas e
outros alimentos. Os produtores de alimentos que usam ovo como matéria-prima tendem a
usar ovos em po, ovos liquidos pasteurizados, ou ovos congelados em vez de ovos inteiros.
O transporte e armazenamento de ovos em pd € menos ONeroso e requer menos espaco.
Com baixo teor de umidade, o ovo em p6 é menos suscetivel ao crescimento microbiano e a
facil uniformidade da dosagem do ovo em pé o torna um ingrediente ideal para a industria
alimenticia (KOC; GUNGOR; ERTEKIN, 2012).

1.1.1. Caracteristicas do Ovo

Segundo Ordodiiez (2005a), a clara do ovo é basicamente uma solucdo aquosa de
proteinas de natureza viscosa; a variabilidade do conteido em proteina (9,7 a 10,6%) é
atribuida a idade da ave. O conteudo lipidico (0,03%) é muito baixo, comparando-se ao da
gema. O percentual de carboidratos € de 0,8% e o de minerais € de 0,5%, sendo o0 potassio
e 0 sodio os mais abundantes.

A gema do ovo é uma emulsdo de gordura em agua com extrato seco em torno de
50%, formada por um terco de proteinas e dois tercos de lipideos. A fracdo lipidica é
constituida por 66% de triglicerideos, 28% de fosfolipideos e 5% de colesterol. O conteudo
de carboidratos é similar ao da clara. A gema € mais rica em vitaminas do que a clara, e

7

contém principalmente vitamina A e &cido pantoténico. Sua coloragcdo € devida
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principalmente a presenca de carotendides. Entre os minerais, predominam o fésforo, o
potéssio e o calcio (ORDONEZ, 2005a; BOBBIO; BOBBIO, 1992).

1.1.2. Alteragbes das Propriedades do Ovo Durante o Armazenamento e

o Processo de Deterioracao

De acordo com Ordoiiez (2005a), durante o armazenamento dos ovos, a clara sofre
aumento de pH de valores de 7,6 a 9,2 em apenas trés dias de armazenamento a 3°C,
devido a perda de dioxido de carbono através dos poros da casca. Esse aumento de pH
provoca ruptura da estrutura de gel caracteristica da camada densa da clara, e com isso, ha
perda da consisténcia ou viscosidade da clara. Na gema, as mudancas de pH oscilam entre
valores de 6 e 6,5. Durante o envelhecimento do ovo, ocorrem alteracées nas membranas,
favorecendo também a deterioracdo (FRANCO; LANDGRAF, 2002).

Quanto mais baixa for a temperatura de armazenamento e quanto menores forem as
perdas de 4gua e de CO,, menores serdo as perdas de qualidade (ORDONEZ, 2005a). As
propriedades funcionais da clara de ovo ndo sofrem mudancas significativas quando
submetidas ao processo de congelamento/descongelamento desde que se realize
congelamento rapido para evitar a presenca de cristais grandes que possam permanecer
retidos na clara do ovo durante o descongelamento. Quando as gemas sdo congeladas
separadamente, € observado um aumento da viscosidade e decréscimo da solubilidade do
produto descongelado, sobretudo se ele foi mantido abaixo de - 6°C (ORDONEZ, 2005b).

No ovo inteiro, 0 aumento da viscosidade também é observado, embora esse
fenbmeno seja menos acentuado do que nas gemas, talvez pelo efeito diluente da clara.
Esse aumento da viscosidade deve-se, igualmente, as interacdes entre 0s componentes do
ovo que provocam a formacéo do gel. A maioria das propriedades funcionais do ovo nao se
modifica com o congelamento (ORDONEZ, 2005b).

1.2. Os Anticoccidianos lon6foros Poliéteres

Uma grande variedade de medicamentos anticoccidianos, também chamados de
coccidiostéticos, é utilizada na industria de frangos para prevenir a coccidiose. A coccidiose
€ uma doenca de grande importancia veterinaria, que atinge tanto animais mamiferos
gquanto aves, causada por protozoarios do género Eimeria. Os principais sintomas dessa
doenca nas aves sdo: diarreia, desidratacdo, penas arrepiadas, anemia e despigmentacao

da pele, dentre outros sinais clinicos. A coccidiose aviaria em nosso pais representa um dos
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maiores problemas para tratamento e controle, acarretando sérios prejuizos econémicos
(FERREIRA et al, 2014; NETTO, 1989).

De acordo com a natureza quimica e a principal atividade biologica, o0s
anticoccidianos podem ser divididos em dois grupos: os ionoforos poliéteres - IP (lasalocida
- LAS, maduramicina - MAD, monensina - MON, narasina - NAR, salinomicina - SAL e
senduramicina - SEN) e o0s compostos ndo iondforos, envolvendo substancias
estruturalmente diferentes (decoquinato, diclazuril, halofuginona, nicarbazina e robenidina)
(DORNE et al, 2013).

Os antibioticos ionoforos poliéteres sdo usados como anticoccidianos e como
aditivos em alimentos para animais, com o proposito de estimular o desenvolvimento e
ganho de peso. Os IP ndo sdo usados na medicina humana. Estudos em animais e casos
de exposicdo acidental em seres humanos tém mostrado que os IP provocam efeitos
cardiovasculares, insuficiéncia renal e outros sintomas (SPISSO et al, 2010a, DORNE et al,
2013, NOGUEIRA; FRANCA; VARGAS, 2009).

H& uma grande variacdo na susceptibilidade dos efeitos toxicos dos ionoforos de
acordo com a espécie animal. Cada anticoccidiano ionéforo tem sua toxicidade. A
intoxicacdo pode ocorrer quando dosagens elevadas de ionéforos sdo adicionadas aos
alimentos, ou séo incluidos inadvertidamente ou acidentalmente em dosagens ndo corretas
para determinada espécie animal. Quando usados nas espécies-alvo, dentro das dosagens
recomendadas pelo fabricante, sdo considerados seguros. Casos de intoxicacdo tém sido
descritos em bovinos, ovinos, suinos, equinos, caes, gatos e aves. As aves sdo as
principais espécies alvos para o uso de anticoccidianos. Os sinais de intoxicacdo causados
por esses compostos em espécies de aves incluem disturbios locomotores, dispneia grave e
diarreia moderada (DORNE et al, 2013, NOGUEIRA; FRANCA; VARGAS, 2009).

Um caso de intoxicacdo humana causada por inalacdo acidental de SAL resultou em
uma internacéo de seis semanas do individuo, com os sintomas de lesdo e dor muscular,
fragueza, sudorese e taquicardia (STORY; DOUBE, 2004).

Com relacdo aos riscos para a saude humana, relacionados ao consumo de
alimentos contendo esses residuos, cada coccidiostatico tem um perfil toxicolégico
individual. Como a maioria dos coccidiostaticos licenciados nunca foi autorizada para
utilizacdo em animais que ndo sejam o alvo, o banco de dados disponiveis para a avaliacdo
de efeitos adversos para a saude é muito limitado, confinado principalmente a relatos de
intoxicacBes de animais de fazenda e alguns estudos de tolerancia, ndo tem muitas vezes
uma descricdo completa da concepcdo experimental e da taxa de exposicdo. No que diz
respeito ao risco relacionado a saude humana, os niveis maximos de residuos em tecidos
foram estabelecidos para as espécies-alvo e tém de ser derivados a partir dos dados

disponiveis para outros produtos alimentares, tais como o leite e 0s ovos, que ndo séo
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incluidos na avaliagdo durante o processo de autorizagdo de coccidiostaticos para espécies-
alvo (DORNE et al, 2013).
Desde 2009, é estabelecido pela Unido Européia, o Limite M&ximo de Tolerancia de

3 ug/Kg para SAL em ovo (Commission of European Communities, 2009).

1.2.1. Ocorréncias de Residuos de Anticoccidianos | onoforos Poliéteres

em Ovos

No Brasil, é indicado o uso de anticoccidianos ionéforos poliéteres exclusivamente
em racOes para auxiliar na prevencdo da coccidiose em frangos de corte e frangas de
reposicao (BRASIL, 2008). As galinhas poedeiras sé@o as espécies ndo alvo mais suscetiveis
a exposicdo de anticoccidianos em condi¢des préaticas, pois 0s restos de racdo medicada
para criagdo de frangos de corte podem permanecer nos silos de alimentagdo e
subsequentemente contaminar racfes para aves poedeiras. Em principio, a aplicacdo de
anticoccidianos para galinhas poedeiras ndo é essencial, a partir do ponto de vista clinico,
uma vez que pela idade destes animais, geralmente ja adquiriram imunidade (DORNE et al,
2013).

A presenca de residuos dessas substancias em ovos ocorre entdo por meio da
contaminacdo (nao intencional) em ra¢cBes destinadas a poedeiras comerciais. A principal
fonte de contaminacgédo localiza-se na fabrica de ra¢des, devido a presenca de residuos de
anticoccidianos nos misturadores (MAZZUCO, 2006).

A comprovacao da qualidade analitica na area de alimentos € fundamental para a
saude publica e para a exportacdo desses produtos, além de ser cada vez mais exigida
pelos consumidores. Objetivando promover a garantia de qualidade do sistema de producéo
de alimentos de origem animal ao longo das cadeias produtivas, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) criou o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC/Animal), que é operacionalizado
por meio de quatro subprogramas, dentre eles o subprograma de monitoramento, que visa
verificar a frequéncia, niveis e distribuicdo dos residuos e contaminantes em produtos de
origem animal. Este subprograma baseia-se em andlises laboratoriais de amostras
coletadas aleatoriamente em estabelecimentos registrados sob a égide do Servico de
Inspecdo Federal — SIF (MAPA, 2014).

O PNCRC/Animal, instituido pela Instrucdo Normativa da Secretaria de Defesa
Agropecuéria (SDA) N° 42 de 20 de dezembro de 1999, é composto pelos seus programas
setoriais para 0 monitoramento em carnes e demais produtos de origem animal, dentre eles,
0 PNCRC/Ovos. Para 0 ano de 2013, foi publicada a Instrucdo Normativa SDA N.° 17, de 29

de maio de 2013, que aprovou o escopo analitico para o monitoramento dos produtos de
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origem animal nesse ano incluindo os analitos lasalocida, maduramicina, monensina,
salinomicina e senduramicina, do grupo dos anticoccidianos, no subprograma de
monitoramento de controle de residuos e contaminantes em ovos. O nivel do Limite de
Referéncia para Tomada de A¢do Regulatoria para estes analitos em ovo estabelecido foi
de 10 pg/Kg (MAPA, 2014).

Foram publicados os resultados das analises de ovos realizadas pelo PNCRC/Animal
em 2011 e 2012, através da Instru¢cdo Normativa N° 7, de 4/04/2012 e Instru¢do Normativa
N° 07, de 27/03/2013, respectivamente, mostrando que 100% das amostras analisadas
nesses dois anos, 31 em 2011 e 60 em 2012 para LAS e 43 para os demais analitos* em
2012, estavam conformes (BRASIL, 2012; BRASIL, 2013).

Em 2010, um estudo sobre a ocorréncia de residuos de antibioticos em ovos de
diferentes marcas, coletados no municipio do Rio de Janeiro, apresentou a analise de
anticoccidianos IP em 100 amostras empregando uma metodologia baseada na extracdo
com solvente e determinacdo pela técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). Foram encontrados residuos de MAD,
MON, NAR, SAL e SEN em, respectivamente, 1%, 3%, 5%, 21% e 4% do total de amostras
analisadas, com 2% de amostras ndo conformes para SAL de acordo com os valores

preconizados pela Unido Européia (SPISSO et al, 2010b).

1.2.2. A Salinomicina — o analito

A salinomicina, sal de sédio de poliéter do acido monocarboxilico, € um farmaco do
grupo dos antibiéticos iondéforos, produzida pela fermentacdo por bactérias do género
Streptomyces. Esse farmaco € empregado como anticoccidiano na avicultura, e como
promotor de crescimento em bovinos e ovinos. A Figura 1 mostra a estrutura molecular da
salinomicina (ALBERTON et al, 2011).

HeGio

Figura 1. Estrutura molecular da salinomicina.

! Analitos: monensina, clopidol, senduramicina, &faprim, salinomicina, diaveridina, toltrazuril benidina,
amprolio, narasina, diclazuril e maduramicina.
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A salinomicina de sédio é autorizada na Unido Europeia nos termos do Regulamento
n° (CE) 1831/2003 como um anticoccidiano para utilizacdo em frangos de engorda com um
teor maximo do ingrediente ativo na alimentagdo de 70 mg/kg e intervalo de segurancga de
um dia, para frangas de postura (até 12 semanas de idade) com um teor maximo de 50
mg/kg e sem periodo de caréncia (EFSA, 2008).

No Brasil, a salinomicina tem seu uso autorizado pelo Ministério de Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) como aditivo anticoccidiano na alimentacdo animal de
frangos de corte, frangas de reposicao e codornas para auxiliar na prevencgéo da coccidiose,
tendo como restricdes de uso a ndo administracao a galinhas poedeiras e frangos acima de
16 semanas de idade, além de n&o ser permitido o acesso a perus adultos e equinos a
racdes contendo salinomicina, pois a ingestado pode ser fatal (BRASIL, 2008).

Sinais de intoxicacdo, incluindo efeitos cardiovasculares (aumento da pressao
sanguinea e de degeneracdo miocardica), anorexia, fraqueza, ataxia e paralisia foram
relatados em varias espécies de animais ndo-alvo. Estes sinais se relacionam com o modo
de acao dos ionoforos e ocorrem também nas espécies-alvo em doses que excedam o nivel
maximo autorizado. Estudos cinéticos em varias espécies de animais mostraram que a
salinomicina é rapidamente absorvida, metabolizada e eliminada completamente do
organismo em poucos dias (EFSA, 2008).

Um estudo de monitoramento da presenca de salinomicina em ovos e tecidos de
galinhas poedeiras alimentadas com ragdes contendo salinomicina (60 mg/kg), realizado por
Sinigoj- Gacnik e Zorman Rojs (2008), evidenciou o acumulo de salinomicina nos ovos. Para
a gema, os niveis de salinomicina comecaram a ser detectados a partir do segundo dia de
exposi¢ao a SAL na alimentagéo, sendo que a concentragdo aumentou lentamente e atingiu
o valor maximo (849 ug/kg) no terceiro dia apos a retirada. Depois a concentracdo diminuiu
lentamente até que ndo foi detectada a presenca de SAL em algumas gemas no oitavo dia
apos a retirada. No entanto, algumas gemas ainda continham pequenas quantidades de
SAL até o décimo dia apOs a retirada. Em contraste, as concentracdes de SAL na clara
foram extremamente baixas (5 — 20 ug/kg), e a presenca de SAL foi detectada apenas nos
dias em que as aves receberam a alimentacdo que continha o analito e dois dias apos a
retirada. Foi observada também uma grande variagdo na concentracdo de SAL nas gemas
entre ovos postos por diferentes animais ho mesmo dia. Isso pode ser explicado pela
fisiologia da producdo de ovos. Medicar galinhas poedeiras leva ao acumulo de drogas em
gemas de ovos presentes no oviduto durante a fase de crescimento folicular rapido, e assim,
concentracdes elevadas de medicamentos ainda podem ser esperadas em ovos apés 7 a 11

dias de retirada.
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Uma relacdo linear entre a concentracdo de SAL na racdo e nos ovos pbde ser
estabelecida por Kennedy, Hughes e Blanchflower (1998), por exemplo: a concentragdo nos

ovos (ug/kg de produto) é igual a 3,33 vezes a concentragdo na racao (mg/kg).

1.2.3. Anélise de Anticoccidianos lon6foros Poliét eres em Ovos

A determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios envolve uma etapa de
extragcdo dos compostos de interesse e limpeza do extrato, seguida da analise
cromatografica, geralmente acoplada a espectrometria de massas (PRESTES et al, 2013).

Uma pesquisa bibliografica sobre as metodologias analiticas utilizadas para
determinacdo de anticoccidianos iondforos poliéteres em ovos, publicadas a partir do ano
2000, demonstrou que das 15 publicacbes estudadas, 8 utilizaram a técnica de extracao por
fase sélida (SPE) e outras utilizaram extracao simples e direta com solvente, sendo que a
maioria dos métodos empregou acetonitrila (ACN) como solvente de extracdo. Com relacdo
a técnica para identificacdo e quantificagdo dos analitos, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) com ionizagdo por eletrospray
(electrospray ionization, ESI) e monitoramento de reac¢des mdltiplas (MRM) foi a mais
utilizada. A técnica de LC-MS/MS possui a vantagem de ser mais especifica e seletiva,
além de permitir a execucdo de ensaios de multi-residuos (FERREIRA et al, 2013).

As técnicas de extracdo liquido-liquido e extracdo solido-liquido continuam sendo
amplamente empregadas, devido a simplicidade de execucao e a acetonitrila é considerada
um dos melhores solventes, pois promove uma extracdo bastante eficiente com altos
percentuais de recuperacao e extrai baixas concentracdes de coextrativos da matriz, sendo
eficaz na desnaturacao de proteinas e na inativacdo de enzimas (PRESTES et al, 2013).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacéo e estad fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. Na cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) utilizam-se instrumentos que podem ser totalmente
automatizados e empregam colunas recheadas com materiais de particulas menores (fase
estacionaria), sendo necessario o uso de uma bomba de alta pressdo para a eluicdo da fase
movel. O detector é 0 componente que mede de forma continua alguma propriedade fisica
ou fisico-quimica da amostra, ou da solugdo que a contém, e envia um sinal para registro,
geralmente, diretamente proporcional a concentracdo do componente na amostra. Esse
sinal é gerado assim que o efluente sai da coluna e chega ao detector (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A espectrometria de massas é uma das técnicas mais importantes de andlise

molecular devido ao seu potencial em fornecer informa¢cées de massa molar, bem como
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sobre a estrutura do analito. O espectrébmetro de massas (MS) é um instrumento sofisticado
constituido de trés partes: fonte de ionizacdo, muitas vezes denominada interface,
analisador de massas e detector de ions de aquisicdo/ processamento de dados. Diferencas
nesses trés componentes distinguem os tipos de técnicas de espectrometria de massas
empregadas em HPLC. Em todas elas, apés a injecdo de amostras no MS, ocorre a
producdo de ions pela fonte de ionizacdo, uma vez que o MS sO detecta espécies
carregadas. Uma vez formados os ions, eles sédo analisados pelo analisador de massas de
acordo com a sua relacdo massa/carga (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Entre os analisadores de massas normalmente empregados na determinacdo de
residuos de medicamentos veterinarios, o triplo quadrupolo € o mais amplamente utilizado.
Com a introducéo de técnicas de ionizacdo a pressdo atmosférica, como a ionizacao por
eletrospray, foi permitido o emprego da técnica de LC-MS/MS na determinacéo de residuos
de medicamentos veterinarios de elevado peso molecular e termossensiveis (PRESTES et
al, 2013).

O acoplamento da cromatografia liquida com espectrometria de massas apresenta
varias vantagens, como ser universal e de alta seletividade, o qual permite a quantificacdo
de picos sobrepostos; ter boa detectibilidade; avaliar a pureza do pico; confirmar a presenca
do analito mediante a informacdo de massa molecular e estrutural, sendo essa a
caracteristica mais relevante (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

1.3. Métodos de Conservagdo da Matriz

Todos os alimentos podem sofrer deterioracao entre a colheita, o processamento e a
estocagem antes do consumo. A deterioracdo pode ocorrer devido a fatores fisicos,
quimicos, enzimaticos e microbiolégicos. A maioria dos métodos de conservacdo €
elaborada para inibir o crescimento de microrganismos. A Samonella é o principal patdbgeno
comumente associado com ovos e produtos de ovos. Embora outros microrganismos
tenham sido isolados de ovos, eles ndo tém sido frequentemente citados em surtos de
doencas transmitidas por alimentos. Em ovos, a deterioracao ocorre principalmente devido a
microrganismos como Pseudomonas spp., Proteus vulgaris, Alteromonas spp. e Serrarita
marcescens, além da Salmonella. Esses microrganismos produzem uma variedade de
putrefacées (DOWNES; ITO, 2001, FORSYTHE, 2002).

Segundo Rosenthal (2008), os métodos de preservagdo baseiam-se justamente na
combinagdo adequada de certas condi¢cbes que contribuirdo para aumentar o tempo de

estocagem do alimento, facilitando assim a sua comercializagdo, manuseio e transporte.
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Na industria de alimentos, a secagem € um dos processos utilizados para a
conservacgdo dos mesmos. A escolha do método de secagem de um alimento depende das
suas caracteristicas, aspectos que se tém o interesse de preservar, tempo de vida (util
pretendido, pré-existéncia de maquinario na industria, viabilidade econ6mica, entre outros
fatores (ORDONEZ, 2005b; GARCIA, 2009).

O ovo sem casca pode ser preservado por pasteurizacdo, atomizacdo ou ainda por
liofilizagdo, embora essa técnica seja menos utilizada por seu elevado custo. Os dois
primeiros processos envolvem aquecimento do produto (BOBBIO; BOBBIO, 1992;
ORDONEZ, 2005a).

De acordo com Orddéfiez (2005b), para produtos desidratados, a reducdo do nimero
de microrganismos como resultado das operacdes de desidratacdo € baixa e a inativacdo de
enzimas é apenas parcial. O efeito de dessorcdo da &gua na sobrevivéncia dos
microrganismos e na atividade enzimatica € variavel. Comprovou-se gque alguns organismos
e certas enzimas sdo mais termorresistentes no meio desidratado do que no meio Umido.
Por essas razdes, em geral, realiza-se previamente um tratamento térmico (branqueamento,
pasteurizacdo ou esterilizacdo). Durante a desidratacdo, também podem ocorrer outras
alteracOes (sobretudo se a temperatura for relativamente elevada), entre as quais se podem
mencionar o escurecimento ndo enzimético e mudancga de cor, ocasionados pela reacao de
Maillard e oxidacao lipidica.

O congelamento de produtos derivados do ovo € um dos processos mais utilizados
hoje para sua conservagédo. Pode-se congelar o ovo inteiro sem casca, a gema ou a clara
separadamente. A maioria das propriedades funcionais do ovo ndo se modifica com o
congelamento; mas um ligeiro decréscimo da capacidade espumante ocorre devido a
insolubilizacdo ou desnaturacdo das proteinas (ORDONEZ, 2005a). O congelamento e
armazenamento a -18°C n&o destroem totalmente oS microrganismos presentes nos
alimentos, embora esses sofram algum dano pelo choque térmico, pelo crescimento de
cristais de gelo intracelulares e pelo aumento de concentracdo dos solutos na fragcdo ndo
congelada (ORDONEZ, 2005b).

1.3.1. Pasteurizacéo

A pasteurizacao tem como objetivo principal destruir os microrganismos patogénicos
néo esporulados associados ao alimento em questdo. Seu objetivo secundério € aumentar a
vida de prateleira do alimento, reduzindo as taxas de alteragbes microbioldgicas e
enzimaticas, de modo a oferecer ao consumidor um produto seguro, com vida util aceitavel,
para ser consumido em pouco tempo (AZEREDO, 2012; ORDONEZ, 2005b).
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Em funcdo dos pardmetros cinéticos de resisténcia térmica de um determinado
microrganismo mais resistente, geralmente patogénico, e da sensibilidade ao calor dos
parametros de qualidade do produto e das caracteristicas do alimento, estabelece-se o
processo de pasteurizacdo, que pode ser lenta ou rapida. A pasteurizacdo lenta, em inglés,
Low Temperature Long Time (LTLT), consiste na utilizacdo de temperaturas baixas (60 °C a
75 °C) e tempos altos (10 a 30 minutos). Ja a pasteurizagdo rapida, em inglés, High
Temperature Short Time (HTST), utiliza temperaturas altas (80 °C a 95 °C) e tempos baixos
(5 sa30s) (ROSENTHAL, 2008).

Um dos pardmetros mais relevantes no estabelecimento da vida de prateleira de um
alimento é a temperatura. Este fator € importante tanto na etapa de processamento como na
estocagem do produto (ROSENTHAL, 2008). A temperatura maxima que pode ser aplicada
ao ovo € limitada pela coagulacdo da clara; por isso os tratamentos mais rigidos sdo
empregados em ovos inteiros e em gemas, e 0s mais suaves, em claras. As combinacdes
tempo/temperatura necessarias para a destruicdo dos microrganismos, fundamentalmente
Salmonella, sdo ou se aproximam muito das que afetam negativamente as propriedades
fisicas e funcionais desses produtos. As temperaturas recomendadas oscilam entre 64 a
65°C durante 2 a 20 minutos, porém, 0 mais comum € empregar tempos inferiores a 8
minutos (ORDONEZ, 2005a).

Produtos pasteurizados podem conter ainda muitos organismos vivos capazes de
crescer, 0 que limita sua vida de prateleira. Assim, muitas vezes, a pasteurizacdo é
combinada com outros métodos de conservacao, que pode ser a refrigeracéo, a adicao de
conservadores, a embalagem do produto em condicdes anaerdbicas e até mesmo a
fermentagcdo com microrganismos selecionados. A vida de prateleira do alimento
pasteurizado € determinada em funcdo do tratamento térmico realizado, do processo
complementar de conservacdo e das condicbes de estocagem (AZEREDO, 2012;
ROSENTHAL, 2008).

1.3.2. Desidratacéo

A desidratacdo € um tratamento que confere aos produtos derivados do ovo uma
série de vantagens sobre os que foram tratados por outros procedimentos:
* Podem ser armazenados em temperatura ambiente, sem o risco de desenvolvimento
microbiano, devido a baixa atividade de 4gua do produto.
e Custo de armazenamento e transporte menores que os dos produtos derivados do
ovo liquido, congelado ou concentrado.

» S&o produtos homogéneos e faceis de utilizar.
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* Permitem realizar um controle preciso da quantidade de &gua adicionada nas
formulacdes dos produtos aos quais séo incorporados, como também sua utilizacao

em forma seca.

A desidratacdo pode ser feita pelo método de cilindros, mas, para evitar a perda de
funcionalidade das proteinas, € muito mais recomendavel a atomizacdo do produto. E
possivel aplicar também o processo de liofilizacdo, embora essa técnica seja menos

utilizada por seu custo elevado (ORDONEZ, 2005b).

1.3.2.1. Liofilizac&o

Liofilizacdo ou criosecagem (freeze-drying) € um processo de desidratagdo de
produtos em condi¢des de pressdo e temperatura tais que a agua, previamente congelada,
passa do estado solido diretamente para o estado gasoso (sublimag¢do). Como este
processo € realizado a temperatura baixa e na auséncia de ar atmosférico, as propriedades
guimicas e organolépticas praticamente ndo sao alteradas (GAVA, 1981).

A liofilizacdo é uma técnica adequada para alimentos muito termossensiveis, ja que
minimiza as altera¢gfes de qualidade associadas a altas temperaturas. Gragas a auséncia de
agua liquida e as baixas temperaturas utilizadas no processo, a maioria das alteracbes
inerentes a secagem por ar aquecido sao minimizadas. Além disso, as alterac6es de odor,
sabor e cor sdo minimas, assim como as alteracdes nutricionais. Por outro lado, a
liofilizacdo é conhecida como o processo mais caro de desidratacdo (AZEREDO, 2012).

O processo de liofilizacdo se mostra eficiente comparado com outros meios de
desidratacdo, frente a caracteristicas como concentracdo do produto, perda de volateis,
decomposicao térmica, acbes enzimaticas e desnaturacdo de proteinas, por isso merece
destaque (GARCIA, 2009).

1.3.2.2. Secagem por Atomizacao (Spray Drying)

A secagem por atomizacgdo, pulverizacdo ou spray drying € um processo continuo
onde um liquido ou pasta é transformado em produto seco, caracterizando-se pelo tempo de
secagem relativamente curto (GAVA, 1981).

A secagem por atomizacao envolve a pulverizagdo de um alimento liquido, formando
goticulas que séo langadas numa camara fechada, entrando em contato com uma corrente
de ar aquecido em fluxo concorrente/contracorrente, o qual supre o calor necesséario a
evaporacdo, havendo, assim, formacdo de particulas secas. O p6é produzido € entdo

descarregado, continuamente, da camara de secagem. O tempo de permanéncia do produto
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no secador é curto (de 5 s a 100 s), o que é de importancia vital para os alimentos
termossensiveis. O tamanho das particulas é de 10 pm a 500 um, muito pequeno, se
comparado a outros processos de secagem. Embora o equipamento seja caro, o custo de
manutencédo do sistema é baixo (AZEREDO, 2012).

Os secadores por atomizacao tém inumeras aplicagdes na industria de alimentos,
como por exemplo: cereais e extratos de plantas, lacteos em geral, cafés, leveduras,
hidrolisados de proteinas, derivados marinhos, subprodutos de frigorificos, ovos, sopas em
po, frutas e extratos de frutas (ROSA; TSUKADA; FREITAS, 2013).

A eficacia do spray dryer esta baseada no principio do aumento de area de contato
entre 0 material a ser seco e 0 agente dessecante, ou seja, 0 ar quente. Esta caracteristica
de gerar na atomizacdo uma alta area superficial por grama do liquido é inigualavel no
spray-dryer (ROSA; TSUKADA; FREITAS, 2013).

Devido a possivel presenca de Salmonella no ovo, deve-se incluir a prévia
pasteurizacdo do ovo liquido antes da secagem por atomizacdo. Para producdo de ovo
desidratado em pequena escala, pode-se adquirir o ovo integral pasteurizado resfriado que,
atualmente, é vendido por encomenda em quantidades minimas de embalagens de 1 kg.

E necessario que se conhega muito bem as caracteristicas e composicdo da amostra
a ser desidratada por spray drying para evitar alteracbes na composi¢ao, propriedades e
funcionalidade do produto, e também evitar o entupimento do atomizador por sélidos
presentes na amostra a ser pulverizada, assim como a formacao de aglomerados e de géis
devido a alta temperatura do ar e se obter um bom rendimento do produto. Na maioria das
vezes, € necessario fazer uma diluicho na amostra para que esta possa atingir uma

condicdo melhor para o processamento no spray drying.

1.3.3. Conservacdo dos Alimentos Desidratados e Efe ito dos

Tratamentos Térmicos no Ovo

A umidade final do produto desidratado costuma situar-se entre 1 e 5%, o que
permite sua conservacdo durante periodos de tempo relativamente longos (até um ano).
Contudo, durante seu armazenamento, podem surgir diversas alteragcdes, que normalmente
podem ser evitadas com embalagem adequada e correta manipulagio (ORDONEZ, 2005b).

A pasteurizacdo em pouco, ou nada, afeta a gema enquanto a clara pode ter
diminuida sua capacidade de formar espumas estaveis, dando uma espuma de menor
volume. A presenca de glucose na clara leva a ocorréncia do escurecimento ndo enzimatico

pelo aguecimento.
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As alteracbes provocadas pela secagem sao pouco evidentes quando o produto é
estocado por pouco tempo. ApOs algumas semanas, entretanto, as alteragbes s&o
consideraveis tanto na gema quanto na clara, cujas propriedades estruturais ficam alteradas
devido as transformacgdes provenientes da rea¢do de Maillard (BOBBIO; BOBBIO, 1992). A
reacdo de Maillard € a principal causa do escurecimento desenvolvido nos alimentos
durante o aquecimento e armazenamento prolongado. A reacdo envolve aldeido e grupos
amina de aminoacidos, peptidios e proteinas em seu estagio inicial, seguida de varias
etapas e culminando com a formacéo do pigmento escuro. Lipideos também participam da
reacdo de Maillard, na presenca de grupos redutores, como por exemplo, grupos carbonila,
que sdo formados durante a oxidacédo de lipideos insaturados. No processo oxidativo de
acidos graxos, compostos carbonilicos como aldeidos, perdxidos e epoxidos sao formados e
interagem com grupos amina dos aminoacidos e das proteinas. A reacdo de Maillard ocorre
tanto a temperatura elevada como reduzida, durante o processamento do alimento ou
armazenamento. A elevacdo da temperatura provoca o aumento rapido da velocidade de
escurecimento. A temperatura afeta a composicdo do pigmento formado, aumentando o teor
de carbono, bem como a intensidade do pigmento (ARAUJO, 2006).

Os alimentos porosos sdo muito sensiveis as reacdes de oxidagdo (de lipideos,
pigmentos, vitaminas e substancias arométicas), o que limita sua conservagdo. Por isso,
aconselha-se o acondicionamento a vacuo ou em atmosferas inertes (N,), bem como a
utilizacdo de materiais impermedveis ao oxigénio e opacos. Além disso, os alimentos
desidratados sdo frageis e quebradigos (em particular os que se obtém por liofilizacao),
devendo, por isso, serem protegidos dos danos mecanicos (ORDONEZ, 2005b).

Embora as baixas temperaturas reduzam bastante a velocidade das reacbes
guimicas e enziméticas, é preciso levar em conta que, nos alimentos congelados a - 18 °C,
nem toda a 4gua esté congelada (ainda que a atividade de agua, a,, seja baixa), as enzimas
nao se inativam completamente, e 0s solutos presentes nessa fase aquosa ndo-congelada
estdo muito concentrados, o que, por sua vez, pode modificar as caracteristicas do meio
(pH, forca idnica, potencial redox, etc.). Como consequéncia de tudo isso, algumas reacbes
quimicas e enzimaticas podem avancar, mesmo que de forma muito lenta, durante o
armazenamento em congelamento. Além disso, os cristais de gelo, depois de formados, ndo
sdo estaveis e podem experimentar certas mudancas. As mudancas fisicas (recristalizacao
e sublimacdo) e quimicas sdo as principais causas da perda de qualidade dos alimentos
durante seu armazenamento em congelamento (ORDONEZ, 2005b).

A preservacdo do ovo por congelamento produz pequenas alteracdes na viscosidade
da clara, mas alteracdes irreversiveis ocorrem na gema que sofre uma gelificacdo das suas

lipoproteinas, o que resulta em um produto final com menor capacidade emulsionante. A
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clara de ovo liofilizada ao ser reconstituida volta a ter praticamente as mesmas propriedades
reoldgicas do produto fresco (BOBBIO; BOBBIO, 1992).

1.4. Os Materiais de Referéncia

Materiais de Referéncia (MR) e, em particular, Materiais de Referéncia Certificados
(MRC) representam ferramentas valiosas para validacdo de meétodos e verificacdo de
desempenho, além de serem importantes para o controle de qualidade de laboratérios que
almejam a acreditacdo pela ISO/IEC 17025:2005 (ABNT, 2006). MR sdo materiais cujos
valores de propriedades séo suficientemente homogéneos e bem estabelecidos para serem
usados na calibracdo de um aparelho, na avaliagdo de um método de medicdo, ou para
atribuir valores aos materiais. Os MRC devem, por definicdo, ser rastredveis a realizacéo
exata da unidade na qual os valores da propriedade s&o expressos. Cada valor de
propriedade deve ser acompanhado por uma incerteza para um nivel de confianca
estabelecido (INMETRO, 2010).

O desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de métodos analiticos adequados s&o
elementos importantes para garantir analises confidveis de residuos de medicamentos
veterinarios. Um estudo recente envolvendo laboratérios de analises de medicamentos
veterinarios revelou o interesse destes na disponibilidade de MR para varios compostos e
matrizes. Tal interesse é devido a necessidade de assegurar a confiabilidade dos
procedimentos analiticos, desde o0 manuseio da amostra até a interpretacéo dos resultados
(ZELENY et al, 2006).

1.4.1. Estudo de Viabilidade da Producédo de Materia is de Referéncia

Orientacdes sobre a preparagdo dos materiais de referéncia estdo disponiveis nas
ISO Guias 31, 34 e 35. Convém que MR sejam certificados com relacdo & homogeneidade,
estabilidade e ao(s) valor(es) de propriedade. Para controle de qualidade interno, entretanto,
0 Ultimo requisito pode ser relevado, mas homogeneidade e estabilidade adequadas séo
essenciais (INMETRO, 2010).

De acordo com a norma ISO Guia 35, um estudo de viabilidade para se produzir e
caracterizar um MR suficientemente homogéneo e estavel pode ser considerado para
estabelecer questbes relacionadas a melhor maneira de se preparar a amostra, a
estabilidade do material ou a adequacédo ao uso. Algumas vezes, um estudo de viabilidade é

organizado para permitir aos laboratérios (que, provavelmente, serdo) envolvidos na
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caracterizacdo que efetuem ajustes de seus equipamentos e seus procedimentos (ABNT,
2012).

Considerando que o MRC a ser desenvolvido consiste em um novo material no
mercado, a realizacdo de um estudo de viabilidade € imprescindivel e conveniente para
demonstrar qual a melhor forma de preparo, tratamento e processamento da matriz para a
producdo do MRC, visando a preservacdo das propriedades e composi¢cdo da matriz
durante o tempo requerido de estabilidade do candidato a MRC. As etapas necessarias a
preparacdo do MR podem incluir secagem, reducdo do tamanho de particulas,
peneiramento, estabilizacdo, subdivisdo e/ou envase. Outra etapa do estudo de viabilidade é
a selecdo dos métodos de andlise e técnicas estatisticas que serdo empregados na

avaliacdo dos estudos de homogeneidade, estabilidade e caracterizacdo do material.

1.5. Estudo de Homogeneidade

A preparagdo do MR deve ser realizada de uma maneira que assegure a
minimizagéo de heterogeneidade e de instabilidade do material (LINSINGER et al, 2001).

Segundo a ISO Guia 35, é necessario um estudo de homogeneidade em projetos de
certificacdo de lote para demonstrar que o lote de frascos (unidades) € suficientemente
homogéneo. Os aspectos de garantia da qualidade sdo tdo importantes quanto a
determinagdo da variagdo remanescente entre frascos do lote, que € um componente de
incerteza a ser incluido na estimativa da incerteza do valor de propriedade do MRC. Ao se
lidar com materiais de referéncia no estado solido recomenda-se prever um estudo de
homogeneidade dentro do frasco para determinar a massa minima de amostra. O niamero
de amostras adicionais necessarias depende, principalmente, do estudo de homogeneidade
entre frascos. O numero minimo de frascos selecionados ao acaso situa-se entre 10 e 30,
porém, geralmente, recomenda-se ndo ser menor que 10 (ABNT, 2012).

Também de acordo com a ISO Guia 35, o niumero ideal de amostras para um estudo
de homogeneidade pode ser determinado através de técnicas de planejamento apoiadas
estatisticamente. Além do mais, o numero de frascos depende do tamanho do lote, de modo
que o numero de amostras tiradas do lote pode ser considerado “representativo” do lote
todo. Recomenda-se contrabalancar este requisito com a incerteza das medigfes, que é
(em condicdes de repetitividade) uma funcéo do desvio-padréo de repetitividade da medic&o
e do namero de replicatas (ABNT, 2012).
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1.6. Estudo de Estabilidade

E essencial planejar e conduzir estudos de estabilidade para avaliar a possivel
instabilidade e atribuir uma vida util ao material. O ensaio de estabilidade visa determinar o
grau de instabilidade remanescente do candidato a MR ap0s a preparacdo ou confirmar a
estabilidade do material. Uma avaliacdo do estudo de estabilidade é baseada na diferenca
entre os resultados das medicBes efetuadas em amostras armazenadas em diferentes
tempos, a uma temperatura fixa. Mesmo materiais “estaveis” podem apresentar instabilidade
para um ou mais valores de propriedade. Ha dois tipos de estabilidade (ou instabilidade) a
serem considerados na certificacdo de materiais de referéncia: a estabilidade a longo prazo
do material (tempo de prateleira) e a estabilidade a curto prazo (estabilidade do material sob
“condicdes de transporte”) (ABNT, 2012; LINSINGER, 2004).

A estabilidade a longo prazo de um material de referéncia estd associada ao
comportamento do MR nas prateleiras do produtor. A estabilidade a curto prazo esta
associada a quaisquer efeitos extras devidos ao transporte das amostras (ABNT, 2012;
LINSINGER, 2004).

Segundo o ISO Guia 35, o estudo de estabilidade a curto prazo é tipicamente
realizado em diferentes temperaturas a fim de estudar o efeito da temperatura sobre as
propriedades do material. As temperaturas das amostras podem variar durante o transporte
de -50°C a +70°C, dependendo do tipo de embalagem e modalidade de transporte. Com
base nos efeitos observados, podem ser definidas as condi¢cfes de transporte e elaboradas
as instrugcbes de embalagem, para efetivamente eliminar quaisquer efeitos secundarios
indesejaveis. Um estudo de estabilidade a curto prazo leva, tipicamente, 1 a 2 meses,
todavia, pode levar mais tempo quando as condicfes ideais de armazenamento tém que ser
simultaneamente determinadas (ABNT, 2012).

Para um modelo bem sucedido de qualquer estudo de estabilidade, € essencial a
existéncia de condicdes sob as quais 0 material é definitivamente estavel ou em que se
pode, pelo menos, assumir que a instabilidade € insignificante (a razdo para ndo armazenar
0 material nestas condi¢cdes pode ser financeira, porque as condicdes de armazenamento
sdo cautelosas). Por questdes préaticas, as amostras sdo frequentemente mantidas
primeiramente as temperaturas de investigacdo e depois transferidas para as condicfes de
referéncia (LINSINGER, 2004).

Um segundo fator importante é a aleatoriedade das medi¢cdes. Medi¢cdes nao
aleatérias podem levar a conclusdes totalmente incorretas relativas a estabilidade do
material, tal como uma alteracdo aparente nos valores observados, que pode dever-se a

deriva dos resultados de medicdo em vez de instabilidade do material. Portanto, a selecdo
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das amostras e a ordem de medi¢Bes devem ser distribuidas aleatoriamente para fornecer
uma viséo geral sobre a estabilidade ao longo de todo o lote (LINSINGER, 2004).

A heterogeneidade entre as unidades pode aumentar a variacdo do valor de
propriedade medida durante um estudo de estabilidade, o que leva a uma avaliagdo mais
pobre da estabilidade (LINSINGER, 2004).

O estudo de estabilidade requer um namero consideravel de frascos (unidades). De
preferéncia, é conveniente que mais de um frasco esteja disponivel para cada ponto no
tempo. Ha dois modelos experimentais basicos para estudos de estabilidade:

v 0 estudo classico de estabilidade, e
v 0 estudo is6crono de estabilidade.

No estudo classico de estabilidade, amostras individuais preparadas ao mesmo
tempo, sob condicdes idénticas, sdo avaliadas a medida que o tempo transcorre. O modelo
isécrono, proposto por Lamberty; Shimmel e Pauwels (1998), envolve a definicdo das
condicbes em que o material é considerado como estavel. O estado de degradacdo da
amostra pode ser paralisado, armazenando-a sob estas condi¢cdes. Em seguida, é possivel
medir todas as amostras de um estudo de estabilidade em condi¢Bes de repetitividade, em
contraste com o estudo de estabilidade classica, na qual as medi¢cdes s6 podem ser
realizadas dentro das condi¢cdes de reprodutibilidade no laboratério, 0 que leva a uma
incerteza relativamente elevada, pois a instabilidade do sistema de medicdo também esta
incluida (ABNT, 2012; LINSINGER, 2004).

A abordagem is6crona reduz a dispersdo dos pontos ao longo do tempo,
aprimorando, assim, a “resolucdo” do estudo de estabilidade. Como consequéncia disso, 0
estudo de estabilidade is6crono, usualmente, leva a uma incerteza menor do que o estudo
classico, dependendo da diferenca entre a repetitividade e a reprodutibilidade das medi¢fes.
Uma desvantagem do modelo isécrono é que os dados de um estudo de estabilidade sé se
tornardo disponiveis no final do estudo, o que pode, eventualmente, causar atraso na
certificagdo do MR (ABNT, 2012; LINSINGER, 2004; LAMBERTY; SHIMMEL; PAUWELS,
1998).

1.7. Metodos de Caracterizacéo

1.7.1. Caracterizagédo do Padrao por Espectrometria  de Massas (MS)
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De acordo com Skoog, Holler e Nieman (2002), a espectrometria de massas, dentre
todas as ferramentas analiticas disponiveis, é talvez a de mais ampla aplicabilidade, no
sentido da técnica ser capaz de fornecer informacdes sobre a (s):

1) composicdo elementar de amostras;

2) estruturas de moléculas inorganicas, organicas e bioldgicas;

3) composicdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas; e

4) razbes isotOpicas de atomos nas amostras.

O espectro de massas de uma substancia pura fornece varios tipos de dados que
sdo Uteis para a sua identificacdo, como a massa molecular do composto e sua formula
molecular. A férmula molecular pode ser determinada a partir do espectro de massas de um
composto, uma vez que 0 pico molecular possa ser identificado e sua massa exata,
determinada. Para essa aplicacdo deve-se utilizar um instrumento de alta resolucéo, capaz
de detectar diferencas de alguns milésimos de unidades de massa (SKOOG; HOLLER,;
NIEMAN, 2002).

A técnica de espectrometria de massas sequencial (MS/MS) consiste na aquisicdo e
estudos de espectros de ions produto e precursores originados a partir de ions selecionados
em um primeiro estagio de analise de massas. Em MS/MS os ions gerados em um primeiro
estagio da andlise de massas sao fragmentados por dissociacdo induzida por colisdo (CID),
separados de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z) e detectados. O estudo dos
padroes de fragmentagdo mostrados no espectro de massas fornece informacdes sobre a
presenca de varios grupos funcionais. Estudos sistematicos de padrbes de fragmentacéo de
substancias puras levaram a diretrizes racionais para predicdo de mecanismos de
fragmentagdo e a uma série de regras gerais que séo Uteis na interpretacdo dos espectros.
Poucas vezes é possivel, ou desejavel, levar-se em conta todos 0s picos do espectro. Em
vez disso, buscam-se padrdes de fragmentacdo caracteristicos. A identidade real do
composto pode frequentemente ser estabelecida pela comparacdo do seu espectro de
massas com o0s de compostos conhecidos até que um alto grau de coincidéncia seja
conseguido (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

1.7.2. Caraterizacdo do Material de Referéncia

De acordo com a norma ISO/ Guia 35, a caracterizacdo de um material de referéncia
€ a determinacdo de um ou mais valores de propriedades quimicas, fisicas, bioldgicas ou
tecnoldgicas relevantes ao uso pretendido. Quatro formas de caracterizagdo de um

material de referéncia sdo citadas pela ISO/ Guia 34. Normalmente, elas sdo empregadas
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de diversas maneiras por organismos de certificagdo e produtores de MR, utilizando-se as
seguintes formas de medicoes:
» por meio de um Unico método de medicdo (método primario), por um anico
laboratério;
» por dois ou mais métodos de referéncia independentes em um (nico
laboratério;
» por um ou mais métodos de exatiddo comprovada, realizadas por uma rede de
laboratérios competentes;
» envolvendo uma rede de laboratorios competentes utilizando um método de
medicdo especifico, que fornece apenas os valores de propriedade especificos
do método (ABNT, 2012).

1.8. Justificativa da proposta

Para a obtencdo de resultados mais confiaveis, deve-se usar um MR de matriz
semelhante a da amostra. H4 uma escassez de MR na &rea de residuos de medicamentos
veterinarios para matrizes alimenticias, o que dificulta o controle e a vigilancia desses
residuos nos ovos. Nao foram encontrados MR disponiveis para as analises de
medicamentos veterinarios em ovos, na base de dados internacional de materiais de
referéncia certificados COMAR (2014). Apenas trés MR foram encontrados para 0s ovos, no
banco de dados do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) (NIST, 2014): 0 SRM
1845, o SRM 8415 e SRM 8445, que foram certificados para o colesterol, elementos
constituintes e proteinas alergénicas, respectivamente. O EPTIS é uma base de dados de
provedores de ensaios de proficiéncia da América Central, América do Sul, Canad4, Caribe
e 16 paises da Europa. Pesquisando no banco de dados EPTIS, até marco de 2014, o
Progetto Trieste, na Itélia, € o Unico provedor de ensaio de proficiéncia para andlises de
residuos de coccidiostaticos em ovos. O MR desenvolvido por essa instituicdo tem como
matriz o ovo liofilizado podendo conter como analitos a nicarbazina, a robenidina, a
salinomicina, a narasina e/ou a lasalocida. (EPTIS, 2014; Progetto Trieste, 2014a).

Sendo assim, a proposta de se produzir um MR de anticoccidianos ionéforos
poliéteres tendo 0 ovo como matriz € importante para que os laboratérios possam expandir
seu escopo analitico, introduzindo esta analise na sua rotina e melhorar significativamente a
confiabilidade das analises, contribuindo assim para o controle e vigilancia destes residuos
em ovos. A producdo de um MR, certificado ou ndo, requer um planejamento experimental

detalhado, no qual deve ser prevista uma quantidade suficiente de material para a execucao
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de todos os estudos inerentes a ele. Basicamente, sédo trés as etapas de trabalho para a
producdo de um MR: preparacdo, estudo de homogeneidade e estudo de estabilidade.
Entretanto, um estudo de viabilidade permite avaliar a melhor forma de preparo do MR, o
melhor método de homogeneizacgéo, as condi¢des para garantir a estabilidade de transporte

e armazenamento e a forma mais viavel para caracteriza-lo.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho é estudar a viabilidade da produgdo de um

material de referéncia de salinomicina, anticoccidiano da classe dos ionéforos poliéteres,

tendo o ovo como matriz.

2.1.

Objetivos Especificos

Avaliar a melhor forma de preparo, tratamento e processamento da matriz para a
producdo do MR, visando a preservagdo das suas propriedades e composicéo
durante o tempo requerido de estabilidade do candidato a MR, utilizando-se
como técnicas de preservacao a liofilizacéo (freeze - drying) e a desidratacéo por

atomizacao (spray drying);

Definir as melhores condi¢cdes, métodos de analise e técnicas estatisticas a
serem empregados na avaliacdo dos estudos de homogeneidade, estabilidade e

caracterizacdo do material;

Realizar os estudos de homogeneidade e estabilidade de acordo com a norma
ABNT ISO Guia 35:2012;

Definir as condi¢gfes para garantir a estabilidade de transporte e armazenamento
do MR;

Avaliar a possibilidade de alteragBes significativas nos niveis de residuos de
salinomicina em ovos pelo processo de desidratacdo por atomizagdo (spray

drying) em comparag¢ao ao processo de liofilizacdo (freeze — drying).
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3. MATERIAIS E METODOS

Nos Apéndices A, B e C, encontram-se, respectivamente, as listas de vidrarias e
materiais de laboratorio, de padrdes, reagentes, solugdes e solventes e de equipamentos e

acessorios utilizados neste trabalho.

3.1. Materiais

Neste trabalho, foram usados as seguintes amostras:
a) ovo desidratado Luz (Luz Alimentos, BRASIL);
b) ovo integral pasteurizado refrigerado Eggbox (ltaiquara, BRASIL);

C) ovo organico in natura tipo grande vermelho (Taeq, BRASIL).

3.2. Métodos

3.2.1. Teste para Determinacdo da Quantidade de Ovo a Ser
Liofilizado por Frasco

Pesou-se em quadruplicata 2 g, 2,59,39,4 9,59 e 6 g, ao 0,1 mg, e em triplicata
10 g, ao 0,1 mg, de ovo organico homogeneizado em frascos de vidro ambar previamente
pesados. Os frascos foram armazenados em freezer a -70°C, por 12 h, para congelamento
das amostras que a seguir foram liofilizadas por 24 h. A temperatura inicial e final do
processo de liofilizacdo foi, respectivamente, -98°C e -104°C e o véacuo foi de 87 umHg.
ApoOs a liofilizacdo, os frascos foram pesados novamente para calcular-se a massa de agua
perdida.

Foi feita uma avaliagédo visual quanto ao aspecto dos ovos liofilizados e realizaram-se
testes de reconstituicdo, com e sem trituragdo, das amostras com diferentes massas.

A reconstituicdo das amostras foi realizada adicionando-se em cada frasco a
guantidade de &gua perdida na liofilizagdo, agitando-se em agitador tipo vortex por 15

segundos e em agitador multiplo de tubos por 1 minuto.
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3.2.2.  Caracterizagédo do Padrao de Salinomicina por  MS

Com auxilio de uma bomba de seringa, foi feita uma infusdo da solugdo de 100
ng/mL de salinomicina em MeOH: 0,1% FOA em H,O (80:20, v/v) no modo eletrospray
positivo (ESI+) no espectrdbmetro de massas triplo quadrupolo. Foram empregados o0s
modos de aquisicdo varredura total, com o objetivo de determinar o ion precursor e,
varredura de ions produto, para identificar os ions produtos, resultantes do ion precursor,

utilizados na identificacdo da salinomicina.

3.2.3. Preparacdo do Candidato a Material de Referé ncia

3.2.3.1. Fortificagdo da Amostra

Foram adicionados 10 mL de solucdo de SAL na concentracdo de 1 ug/mL a 2 kg de
ovo integral pasteurizado, previamente analisado e constatado a auséncia de salinomicina, a
fim de obterem-se 5 pg/kg de SAL no produto final. Agitou-se com auxilio de um bastao de
vidro, e homogeneizou-se por 1 h, utilizando-se o misturador de alta dispersdo na
velocidade de 3000 rpm. Analisou-se o material fortificado para determinar se a
concentracao de salinomicina estava no nivel desejado, conforme o método descrito no item
3.2.6. As amostras foram injetadas em duplicatas. Também foi determinado o teor de
umidade na amostra fortificada, de acordo com o método descrito no item 3.2.5., para se
calcular o rendimento dos processos utilizados no preparo dos materiais.

O produto fortificado foi distribuido em porcbes de aproximadamente 130 g em 8
recipientes plasticos do tipo “tupperware” e congeladas a -70°C por 12 h para serem
liofilizadas posteriormente. Todos os recipientes foram pesados vazios e apds a adicdo da
amostra, antes de serem congelados, para se calcular a eficiéncia do processo de
liofilizacdo. O restante do produto, aproximadamente 1 Kg, foi armazenado também a -70°C

para os testes no spray dryer.

3.2.3.2. Liofilizagdo da amostra fortificada por li  ofilizacdo e

envase

As 8 porcBes de amostra fortificada foram liofilizadas sendo que 4 por vez, devido a

capacidade do liofilizador, o que originou dois lotes de produtos. A liofilizacdo de cada lote
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ocorreu por 40 h e as condicbes de liofilizagcdo foram: temperatura inicial a -99 °C,
temperatura final a — 102 °C e vacuo a 44 umHg.

As amostras liofilizadas foram trituradas com auxilio de gral e pistilo,
homogeneizadas utilizando-se a rotagdo de um rota-vapor com agitacdo de 25 rpm e vacuo
de 600 mmHg, a temperatura ambiente por 1 h. O produto homogeneizado foi distribuido em
por¢cdes de aproximadamente 0,8 g, por meio de uma colher de medida, em frascos de vidro
ambar de capacidade de 10 mL em sala desumidificada. ApGs a pesagem, os frascos foram
vedados utilizando-se o sistema de fechamento de frascos sob vacuo do liofilizador e,
posteriormente, lacrados com selo de aluminio. Trés frascos de cada lote do material
produzido, representando inicio, meio e fim da pesagem, foram separados para
determinacdo do teor de umidade e sdlidos totais, para avaliar se houve aumento de
umidade durante o envase das amostras. A umidade e o teor de solidos totais destas

amostras foram medidos de acordo com o método descrito no item 3.2.5.

3.2.3.3. Desidratacdo da Amostra Fortificada no Min i Spray
Drying e seu Envase

Diluiram-se 600 mL da amostra fortificada obtida em 3.2.3.1. com &gua tipo | em
baldo volumétrico de 2000 mL, na propor¢cédo de 30:70, v/v. Separaram-se 3 aliquotas de
400 mL da amostra diluida para desidratagdo em Mini Spray Dryer. O volume das aliquotas
foi definido de acordo com a capacidade maxima do equipamento por processo. Cada
aliquota foi homogeneizada em dispersor Ultra-Turrax ® T 25 baisc, na velocidade de 6500
rpm por 3 minutos, para quebra de grumos provenientes do ovo. Apos a homogeneizacao,
as aliquotas foram desidratadas em Mini Spray Dryer, de acordo com as condicdes descritas

na Tabela 1.

Tabela 1. Condicdes de Operacao do Processo de Desidratacdo por Mini Spray Dryer.

Lotes | Temperaturade Temperatura Aspirador Bomba Q-flow?
entrada (°C) de saida (°C) (%) (%) (mm)
150 68 80 20 35
120 63 80 20 35
180 71 80 20 35

O produto obtido foi distribuido, por meio de pesagem, em porcdes de 0,5 g em

frascos de vidro a&mbar de capacidade 10 mL, em ambiente desumidificado, para posterior

20 Q-flow é a valvula de ajuste de vazéo de flus@ddo interior do atomizador.
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avaliacdo da homogeneidade e estabilidade dos lotes produzidos. Apés a pesagem, 0s
frascos foram vedados utilizando-se o sistema de fechamento de frascos sob vacuo do
liofilizador e, posteriormente, lacrados com selo de aluminio. Trés frascos de cada lote do
material produzido, representando inicio, meio e fim da pesagem, foram separados para
determinagdo do teor de umidade, para avaliar se houve aumento de umidade durante o
envase das amostras. A umidade e o teor de sélidos totais destas amostras foram medidos

de acordo com o método descrito no item 3.2.5.

3.2.4.  Verificagdo de Vacuo

Logo apés a vedacdo dos frascos utilizando-se o sistema de fechamento de frascos
sob vacuo do liofilizador, foi realizada a verificacdo de vacuo dentro de cada frasco,
aplicando uma centelha elétrica em cada um, por meio da utilizacdo de uma bobina de
Tesla, que faz com que os gases contidos no interior do frasco se ionizem, gerando uma

coloracao lilas, indicando que o MR esta em atmosfera a vacuo.

3.2.5. Determinacdo da Umidade Residual e de Solido s Totais

Trés frascos de cada lote foram utilizados para a determinacdo da umidade residual
por perda por dessecacdo pela secagem direta em estufa a 105°C, pelo procedimento
descrito pelo manual Métodos Fisico-Quimicos para Andlise de Alimentos do Instituto Adolfo
Lutz (método 012/1V) (AL, 2008).

Considerou-se como teor de sdlidos totais, o valor calculado da subtracdo de 100%

da amostra menos o valor percentual da umidade encontrado na amostra.

3.2.6. Método de Andlise para a Determinagcdo da Con centragdo de

Salinomicina

Utilizou-se um método analitico baseado na extracdo com solvente e determinagao
pela técnica de LC-MS/MS desenvolvida e validada pelo Laboratério de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos do INCQS/ Fiocruz (SPISSO et al, 2010a). Esse
método foi empregado na analise das amostras para a avaliagdo de amostras branca e

fortificada e também nos estudos de homogeneidade e estabilidade.
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O procedimento de extracdo consiste na adicdo de ACN a 2 g de amostra de ovo
integral homogeneizado e fortificado com 50 uL da solug¢édo do padrdo interno de nigericina
(NIG) a 0,6 ug/mL. Para amostras de ovo em po, utilizou-se 0,5 g de amostra (equivalentes
a 2 g da amostras reconstituida) adicionadas de 1,5 mL de &gua, homogeneizadas com
agitador tipo Vortex e fortificadas da mesma forma. As amostras foram entdo agitadas
vigorosamante por 30 min em uma mesa agitadora reciprocante a 240 rpm e centrifugadas
a 12.000 x g por 5 min a 4 °C. Uma aliquota de 250 uL do sobrenadante foi transferida para
um tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL e evaporada a secura sob um fluxo suave
de nitrogénio a 46-48 °C. O residuo seco foi reconstituido com 1 mL de solu¢éo de 0,5 mmol
L™ de NaOAc:MeOH (70:30, v/v). Agitou-se por 15 s em vortex e filtrou-se com um filtro de
seringa de fluoreto de polivinilideno de 0,22 um em um frasco de vial &mbar para injecdo
automatica de amostras. Um volume de 5 uL desse extrato foram injetados no cromatégrafo
para determinacéo da concentracdo de anticoccidianos pela técnica de LC-MS/MS.

Na analise cromatografica, foi utilizada uma taxa de 0,3 mL/min a 35 °C e a
temperatura do autoinjetor de amostras a 4°C. Como fases moveis foram utilizadas solugfes
de H,O, MeOH e ACN, todas com 0,1% de &cido férmico (FOA).

Para a espectrometria de massas, utilizou-se fonte eletrospray operada no modo
positivo e modo de aquisicdo MRM para 3 transi¢cdes, sendo a primeira transi¢cao o ion base
utilizada para fins quantitativos. As duas outras transicbes foram utlizadas para a
confirmacdo do analito. Os picos cromatograficos foram integrados com o algoritmo
IntelliQuan® no software Analyst ®. Uma proporcédo sinal-ruido dos picos iguais ou maiores
do que 3:1 foi necessaria para detec¢cdo. As concentracfes das amostras foram calculadas

a partir de curvas de calibracéo.

3.2.7. Estudo de Homogeneidade dos Lotes

A norma ISO/Guia 35 recomenda que o numero minimo de frascos selecionados ao
acaso se situe entre 10 e 30, ou seja, recomenda-se ndo ser menor que 10. Para determinar
0 numero minimo de unidades de amostras por lote (n) a ser utilizada para o estudo de
homogeneidade, utilizou-se a férmula n = 3.4, sendo N, o ntimero de unidades no lote,
baseando-se no documento “Methods for sampling chemical products” da British Standards
Institution (BSI, 1976).

A selecdo dos frascos utilizados no estudo de homogeneidade foi feita de forma

aleatéria, por meio de sorteio. Segundo a norma ISO Guia 35, o plano de amostragem
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aleatoria fornece, normalmente, um subconjunto que pode ser considerado representativo
para todo o lote.

As amostras selecionadas foram analisadas de acordo com o método descrito na se¢céo
3.2.6 e as medigBes foram feitas em triplicatas de injecdo em ordem aleatéria, com a
finalidade de distinguir alguma tendéncia no lote de amostras, assim como recomendado
pela ISO Guia 35. A subamostragem dos itens nédo foi realizada por razdes econémicas. As
medi¢cOes foram realizadas em condicdes de repetitividade.

Os dados obtidos foram verificados para outliers utilizando o teste de Grubbs e a
analise de regressdo 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. Isso foi conseguido pela quantificacdo da variacdo entre os frascos (S%y),

de acordo com a Equacéo (1).

Szbb = mﬂe-n_MQm Equacso (1)

Em que:
n = ndmero de replicatas;

MQ = média dos quadrados.

De acordo com a ISO Guia 35, neste planejamento, o efeito da homogeneidade entre
frascos é incluido na variancia MQene, bem como quaisquer efeitos que surjam da
transformacédo da amostra. A variancia MQgentro CObre somente a repetitividade da medicgéo.

O grau de heterogeneidade que pode ser detectado com um dado método € limitado
pela repeticdo deste método. Portanto, um terceiro paradmetro (uy,), que reflete a
heterogeneidade maxima que pode ser escondido por um método de repeticdo, foi calculado
pela Equacéo (2), como descrito na ISO Guia 35. O maior dos dois valores Sy, € Uy, foi
entdo tomado como uma estimativa conservadora para a contribuicdo da incerteza devido a

possivel heterogeneidade (Upp).

MQdenwo o 2
) n ' 4 gl deMQdentro Equagéo (2)

Em que:
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MQ = média dos quadrados;

gl = grau de liberdade.

3.2.8. Avaliacdo da Equivaléncia entre os Lotes dos Materiais

Liofilizados

Dois lotes do material de referéncia liofilizado foram produzidos separadamente,
porém da mesma forma, devido & capacidade maxima do liofilizador. Entretanto, como os
processos de liofilizacdo, moagem e envase ocorreram em momentos diferentes, poderia
haver diferencas significativas entre esses lotes inerentes ao processamento. Portanto,
houve necessidade de se verificar a equivaléncia entre esses lotes, a fim de se fazer apenas
um unico estudo de estabilidade e de caracterizacdo para esses materiais. Dessa forma, a
equivaléncia dos lotes foi avaliada estatisticamente, aplicando-se o Teste F, de Fisher, e o
Teste t, de Student, as médias das medi¢cBes realizadas nos estudos de homogeneidade

destes lotes.

3.2.9. Avaliacdo de Alteracdes Significativas no Ni vel de
Salinomicina no Ovo pelos Processos de Desidratagao por Spray Drying

e Liofilizacao.

Esta avaliacdo foi realizada comparando-se a concentracdo de salinomicina da
amostra fortificada com as concentracdes das amostras dos lotes produzidos por liofilizacdo
e desidratacdo por spray drying. Para esse experimento, foram realizadas as analises
conforme o método descrito na se¢do 3.2.6, em triplicata de extracdo e injecao.

Os resultados obtidos em ambos os testes foram avaliados estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA), Teste F e Teste t. Calculou-se também o % de recuperacédo

da salinomicina nas amostras.

3.2.10. Estudo de Estabilidade de Curta Duracgao

O estudo de estabilidade de curta duracdo que simula as condi¢des de transporte foi
realizado em trés temperaturas distintas: -20 °C (freezer), 25 °C (ambiente), e 50 °C (estufa),

em um periodo de quinze a trinta dias. A Tabela 2 mostra as condi¢cdes desse estudo para
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cada lote. Para a simulagdo do transporte em diferentes temperaturas, foi utilizado o modelo
is6crono.

Assim como no estudo de homogeneidade, as amostras selecionadas foram analisadas
de acordo com o método descrito na secdo 3.2.6 e as medicdes foram feitas em condiges
de repetitividade, em triplicatas de injecdo em ordem aleatéria. Os resultados foram
avaliados considerando como valor de referéncia as concentragfes de salinomicina das
amostras armazenadas a -70 °C, condicdo essa em que se acredita ndo haver nenhum tipo

de alteracdo na amostra e ha concentracdo da salinomicina.

Tabela 2. Condicdes dos Estudos de Estabilidade de Curta Duragéo dos Lotes Produzidos

Temperatura
Lotes -20°C _ 50°C
ambiente (25°C)
Lote 1 — liofilizado 15 dias 15 dias 15 dias
Lote 2 — liofilizado 30 dias 30dias 000 eeeeeeeee-
Lote 3 - spray drying 30 dias 30dias =000 e
Lote 4 - spray drying 30 dias 30dias =00 —meeee-
Lote 5 - spray drying 30 dias 30dias =00l —eeee-

A primeira etapa na avaliacdo dos dados de um estudo de estabilidade consiste em
verificar se pode ser observada qualquer tendéncia na concentracdo do analito ao longo do
tempo. Essa avaliacdo é realizada pela analise de regressao linear simples para verificacdo
da relacdo entre as duas variaveis, concentracao versus tempo. De acordo com a norma
ISO Guia 35, no caso de pequenos problemas de instabilidade em que o mecanismo
cinético subjacente é desconhecido, uma aproximacao linear constitui um modelo adequado.
Nos casos em que um mecanismo bem definido € a razdo para a instabilidade, tal modelo
deve ser preferido ao modelo linear. O critério de avaliagdo da analise de tendéncia para o
estudo de estabilidade, para o modelo linear, € que a inclinacdo seja insignificante (ABNT,
2012).

A avaliacao estatistica para verificar a significaAncia da regressdo das concentragdes
durante o intervalo de tempo estudado foi feita de duas formas: pelo teste F, de Fisher, e
pelo teste t, de Student. No primeiro caso, avaliamos a significAncia estatistica da inclinacéo
(termo contendo o regressor). No segundo caso, verificamos a significaAncia estatistica do
parametro que multiplica o regressor. Ambos os testes levam a mesma conclusao. Utilizou-
se aqui 5% como nivel de significancia. Caso o parametro ligado ao regressor ndo seja

significativo, dizemos que o material é estavel (ABNT, 2012).
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Os pares de média foram comparados usando a analise de variancia de fator Gnico e
teste LSD de Fisher.

3.2.11. Avaliagdo do Grau de Oxidacao Lipidica pela  Determinagéo

Direta do Valor de Acido Tiobarbitdrico

Para avaliacdo do grau de oxidacdo lipidica das amostras de MR-SAL liofilizadas,
utilizadas nos estudos de estabilidade de curta duracéo, foi utilizado o método descrito por
Tarladgis et al (1960) adaptado por Maia (1980). Esse método baseia-se no principio da
reacdo do &cido 2-tiobarbitarico (TBA) com produtos da oxidacao de lipideos formando um
complexo de coloracdo rosea que pode ser determinado por espectrofotometria a 538 nm

resultando no indice de TBA.

3.2.12. Planejamento do Estudo de Estabilidade de L  onga Duracé&o

Foram definidas as temperaturas e o0s tempos de armazenamento a serem
investigados no estudo de estabilidade de longa duracdo baseando-se em informacdes
relacionadas a estabilidade da matriz e do analito, além das recomendacdes da ISO Guia 35
e de outros estudos realizados em materiais de referéncia e controle de qualidade de matriz
ovo encontrados na literatura.

De acordo com a ISO Guia 35, a estabilidade a longo prazo esta relacionada a
instabilidade remanescente dos valores de propriedade do MRC sob condicbes de
armazenamento especificadas. Normalmente, os estudos de estabilidade levam entre 24 a
36 meses para serem realizados, com, tipicamente, 5 a 6 pontos no tempo. Assim s&o
necessarios, pelo menos, de 10 a 12 frascos para cada temperatura (ABNT, 2012).

Da mesma forma que nos estudos de homogeneidade e estabilidade de curta
duracdo, é preferivel que um estudo de estabilidade em uma certificacdo de lote seja
realizado em condi¢cdes de repetitividade (ABNT, 2012). Portanto, foi estabelecido que a
avaliacdo da estabilidade de longa duracdo serd realizada empregando-se o planejamento
isécrono e 0 modelo classico sera empregado para um monitoramento da estabilidade do

material para se obter informacdes durante o tempo de vida atil do MR.
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3.2.13. Caracterizagédo do Candidato a Material de R  eferéncia

Como este trabalho trata de um estudo de viabilidade da producdo de um
determinado material de referéncia, a etapa de caracterizacdo foi apenas planejada. O
planejamento da forma de caracterizacdo para o0 MR-SAL baseou-se em pesquisas de
metodologias para a determinacdo de salinomicina em ovos, por meio de levantamento
bibliografico, e também de pesquisas com outros laboratérios da area, com o objetivo de
saber se estes possuem interesse em participar da etapa de caracterizacdo para este

material.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo do Teste de Determinacdo da Quantida de de Ovo a Ser

Liofilizado por Frasco

Os frascos contendo 10 g de amostra quebraram durante o congelamento a -70°C
devido a expanséo do volume. Portanto, ndo foi possivel liofilizar 10 g de amostras nesses
frascos de 10 mL.

Através da Figura 2 pode-se observar que a amostras de 2 e 4 g de ovo liofilizado
apresentam aspecto mais seco do que as amostras contendo 5 e 6 g, sendo a ultima com

aspecto bem mais Umido que as outras.

Figura 2: Amostras de 2, 4, 5 e 6 g de ovo liofilizado.

Calculando-se o percentual médio tedrico de agua perdida das amostras liofilizadas,
percebeu-se que as amostras contendo de 2 a 4 g perderam de 76 a 76,3% de agua e as
com5e6g, 752% e 75,6%, conforme observado no Apéndice D. Sendo assim, percebe-se
que a liofilizag@o ocorreu de forma eficiente, pois o teor de umidade perdida pelas amostras
liofilizadas aproximou-se do valor declarado na Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos — TACO, que é de 75,6% de umidade (TACO, 2011).

Na tentativa de reconstituir as amostras liofilizadas com as devidas massas de agua
perdidas, observou-se a formacdo de grumos. Um material de referéncia de ovo liofilizado
fornecido pelo Progetto Trieste, um provedor de ensaio de proficiéncia italiano, recomenda a
reconstituicdo de 1 g de ovo liofilizado com 3,29 g de agua, agitacdo em vértex por 15
minutos e repouso a 4°C por “over night” para usar no dia seguinte. As amostras
reconstituidas foram entdo deixadas em repouso por 24 horas sob refrigeragdo em torno de
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4°C e nao houve alteragdo no aspecto, como pode ser visto na Figura 3 (Progetto Trieste,
2014b).

Outra parte das amostras liofilizadas foi triturada em almofariz com auxilio de um
pistilo, onde se obteve um p6é bem fino, conforme pode ser observado na Figura 4.
Reconstituiram-se as amostras trituradas e obteve-se um liquido viscoso e homogéneo para
as amostras de 2, 2,5 e 3 g de ovo, e as amostras contendo 4, 5 e 6 g apresentaram
grumos. Estas amostras foram deixadas em repouso por 24 h sobre refrigeracdo em torno
de 4°C e obtiveram um aspecto homogéneo e sem grumos, como mostrado na Figura 5.

Através dos resultados obtidos pode-se chegar a perceber que a massa maxima de

ovo a ser liofilizada em frascos de vidro de 10 mL deve ser de 4 g.

Figura 3. Amostras liofilizadas reconstituidas apds descanso de 24h a 4°C. Os circulos
vermelhos mostram os grumos formados.

(A) (B)
Figura 4. Pedacos das amostras liofilizadas (A) e amostras liofilizadas e trituradas (B).
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Figura 5. Amostras liofilizadas e trituradas reconstituidas apos 24 h sob refrigeracdo de
4°C.

Com a melhor reconstituicdo do ovo nas amostras que foram trituradas, percebe-se
gue uma liofilizacdo direta para posterior trituracdo e pesagem nos frascos seria mais
conveniente do que o preparo do material de referéncia liofilizando o ovo ja4 pesado nos
frascos.

Outra forma de se preparar ovo em pé é utilizando o processo de desidratacdo por
spray drying como método de conservacdo no lugar da liofilizagdo, pois dessa forma, o

produto ja seria obtido na forma de p6, ndo sendo necessaria a trituracdo do mesmo.

4.2. Caracterizacdo do Padréao por MS

Foram obtidos os espectros de massas da salinomicina hos modos varredura total e
varredura de ions produtos, como pode ser observado, respectivamente, nas Figuras 6 e 7.
A salinomicina apresentou ion precursor [M+Na]" m/z 773 e no modo varredura de ions
produtos foram obtidos os ions produtos de m/z 531, 431 e 265, fragmentos também
observados por Miao; March e Metcalfe (2003), Martinez-Villalba; Moyano e Glaceran (2009)
e Shao et al (2009).

A salinomicina possui um grupo cetona e além das perdas neutras de CO, e H,0,
fragmentagbes decorrentes de reacdes de clivagem beta em ambos os lados da cadeia
alquilica (carboxila e hidroxila) foram observadas, assim como por outros autores. (Miao;
March; Metcalfe, 2003; Martinez-Villalba; Moyano; Glaceran, 2009 e Shao et al, 2009). As
principais fragmenta¢fes da salinomicina estéo ilustradas na Figura 8.



W GT T0MCAscans from Sample 1 (1 LnsSampieD) Max. 1787 cpe.

17e7
16e7
15e7
14e7 CrScan salinormicna FOA 0,1% MeOH (2080, whv)
13&7
1287
11e7
10e7
90e6
G0e6
7 0eB

E0ef

T3

50=6

40e6

Tear

G0e6

20e6 5754, S04 6290,

9599 w11
W28 gosg HE9

4 7
1066 H08 gpg B9 ges

9’30 SM 540 S50 SE0 600 B G40 B0 BBO YOO T V40 TR0 TEO GO0 620 940 850 600 900 920 940 850 9E0 1000
iz, smu

Figura 6. Espectro de massas da salinomicina (m/z 773) no modo de
aquisicao varredura total.

B 4S2 (773 .13) CE (35) 25 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleName) of Salinomicina 1_InitProdust_F oswiff (Tutbo Spray) Max 3.6ef cps.

7732
4f6e6

4425
4.2e85
4086
3360
360
3428
3246
2066
2,248
2628
2,426

2760

Intensity, cps

2040
18el
1.Gef

146

1268 a2

108

5312
8085

G.0e5

2854
a0es 032 a3l 2
2065 8122
2072

2650
Woss 1380 1415 1774 | 2432299 baio  sgsp WEZ WPEEIRO | b llasr o dsas. 503 2‘\ 5470 5602 sssz  Ber2 _ eaid. 7052 7202737
4100 50 200 250 300 350 400 450 500 550 £00 B50 700 750
miz, amu
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4.3. Avaliacado da Amostra Fortificada

4.3.1. Quanto a Concentracao de Salinomicina

Comparando-se os cromatogramas obtidos das amostras original e depois da
fortificacdo, ilustrados na Figura 9, foi possivel a identificagdo da salinomicina na amostra
fortificada. O cromatograma da amostra original ndo apresentou sinais de presencga de
salinomicina, demonstrando ser uma amostra branca. Para a andlise quantitativa da
concentracdo de salinomicina na amostra fortificada, obtiveram-se as concentragfes de 4,71
ng/Kg e 4,86 ug/Kg, respectivamente, para a primeira e segunda injecdo da amostra,
fornecendo um valor médio de 4,78 ug/Kg. Os resultados da analise quantitativa mostraram
que a concentracdo de salinomicina na amostra fortificada estava bem proxima ao nivel
desejado de 5 ug/Kg, o que indica que o procedimento de fortificagdo da amostra esta

adequado para o preparo do material de referéncia.
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Figura 9. Cromatogramas de ion extraido da amostra original (A) e da amostra fortificada

com salinomicina (B), apresentando a transi¢cao de quantificacdo m/z 773.5/431.1.

4.3.2.

Quanto ao Teor de Umidade e Sdlidos Totais

Os resultados encontrados na determinacéo do teor de umidade e de sélidos totais

estdo na Tabela 3. A amostra apresentou valores médios de umidade e sdlidos totais de,

respectivamente, 76,60% e 23,40%. Esses valores estdo de acordo com a Tabela Brasileira

de Composicéo de Alimentos — TACO, que declara 75,6% de umidade para o ovo de galinha

inteiro (TACO, 2011). Os coeficientes de variacdo inferiores a 0,1 indicam excelentes

gqualidade dos pontos experimentais.

Tabela 3. Resultados da Analise de Umidade e Sdélidos Totais

na Amostra de Ovo Liofilizado Fortificada.

Amostra % Umidade % Solidos Totais
1 75,88 24,12
2 77,81 22,19
3 76,12 23,88
Média 76,60 23,40
Desvio-padrio 1,05 1,05
Coef. Variagéo 0,01 0,04




52

4.4, Avaliacao dos Lotes Produzidos por Liofilizagd o

Foram obtidos dois lotes do material de referéncia, que foram denominados de lote 1
e lote 2. A eficiéncia do processo de liofilizacdo foi calculada com base no percentual de
agua sublimada, conforme a Equacéo 3, e o rendimento do processo foi avaliado em relacéo
ao teor de umidade na amostra original, de acordo com a Equacdo 4. Os resultados de
eficiéncia e rendimento dos processos de liofilizacdo dos lotes produzidos estdo na Tabela
4. Foram obtidos excelentes rendimentos, indicando que ndo houve perda de amostra
significativa pelo processo de liofilizacdo. Os coeficientes de variacdo inferiores a 0,1

indicam excelentes qualidade dos pontos experimentais.

Eficiéncia do = agua sublimada (%) = massa sublimada x 100 Equacéo (3)
processo (%) massa de ovo
Rendimento (%) = _ % &qua sublimada  x 100 Equacéo (4)

% umidade na amostra
antes da liofilizacao

Tabela 4. Eficiéncia e Rendimentos dos Processos de Liofilizacdo dos Lotes 1 e 2

Lote 1 Lote 2
Recipiente Eficiéncia Rendimento Eficiéncia Rendimento
(% agua sublimada) (%) (% agua sublimada) (%)
1 76,34 99,66 76,36 99,69
2 76,49 99,85 76,51 99,87
3 76,52 99,89 80,77 105,44*
4 76,51 99,88 76,51 99,88
Média 76,47 99,82 77,54 99,81
Desvio -padrdo 0,08 0,11 2,16 0,11
Coef. Variagao 0,0011 0,0011 0,0278 0,0011

*valor excluido.

Os lotes 1 e 2 geraram, respectivamente, 138 e 137 frascos. Com relacdo a
presenca de vacuo dentro dos frascos, o lote 1 apresentou 2 frascos sem VAcuo e estes
foram descartados, restando assim 136 frascos no total. No lote 2, todas as amostras

apresentaram vacuo dentro dos frascos. Esses resultados mostraram que o sistema
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empregado para o fechamento dos frascos foi satisfatério para armazenar as amostras a

Vvacuo.

4.5. Avaliagao dos Lotes Produzidos por Desidratagd o por Spray Drying

Foram obtidos trés lotes do material de referéncia, denominados de lotes 3, 4 e 5,
produzido por desidratacdo por spray drying em diferentes temperaturas, conforme
apresentado na Tabela 1. O rendimento do processo de spray drying foi calculado em
relacdo a quantidade de sélidos totais na amostra original. Considerou-se o teor de sélidos
totais o valor calculado através da subtracdo de 100% da amostra menos o valor percentual
da umidade encontrada na amostra original, descrito no item 4.1.2. Dessa forma, o teor de
sélidos totais considerado para a amostra original foi de 23,40%.

Para o calculo do rendimento também se levou em conta a diluicdo da amostra (600
mL de amostra + 1400 mL de &gua, volume total de 2000 mL), a densidade da amostra
antes da diluicdo (1,034 g/mL) e o volume de amostra diluida utilizado em cada processo
(400 mL). Como para o processamento de todos os lotes partiu-se da mesma solucéo
diluida e utilizou-se o mesmo volume de solugéo, o valor de soélidos totais calculado para a
solucdo alimentadora foi de 29,03 g. As férmulas utilizadas para a obtencdo desse valor

estdo descritas nas Equacdes 5, 6 e 7.

Massa utilizada de amostra (g) = densidade da amostra (g/mL) Equacéo (5)
volume de amostra (mL)

massa utilizada
Quantidade de sélidos = _de amostra (g) x % de sélidos totais Equacéo (6)
na solucgéo diluida (g) 100

Quantidade de sdlidos quantidade de solidos  volume utilizado na
da solucéo alimentadora = na solucdo diluida (g) x solucdo diluida (mL) Equacao (7)
por processo (g) volume total da soluc¢éo diluida (mL)

Para calcular o rendimento de cada processo, utilizou-se a formula descrita na
Equacéo 8. Os resultados dos rendimentos de cada lote produzido estdo na Tabela 5. Pode-
se perceber que houve perdas de amostra pelo processo de spray drying em todas as
condicbes testadas neste trabalho. A condicdo de maior temperatura (180°C) foi a que

forneceu um rendimento maior de produto. Para as temperaturas de 150°C e 120°C foram
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obtidos rendimentos proximos. Porém, cabe ressaltar que cada processo sé foi testado
apenas uma vez, o que nao permite uma conclusdo de relagdo de aumento e/ou diminuigéo

de temperatura com maior ou menor rendimento.

massa de ovo em
Rendimento (%) = __ pd obtida por processo  x 100 Equacéo (8)
% solidos totais na
solucdo alimentadora
por processo

Tabela 5. Rendimentos dos Processos de Spray Drying dos Lotes 3, 4 e 5.

Lote Quantidade de ovo em po Rendimento
obtido (g) (%)
3 (150°C) 16,4247 56,58
4 (120°C) 16,8151 57,92
5 (180°C) 18,7873 64,72

Cada lote levou em média uma hora e meia para serem produzidos levando-se em
consideracdo o tempo de estabilizacdo da temperatura, coleta do produto obtido e limpeza
do equipamento. Os lotes 3, 4 e 5 geraram, respectivamente, 33, 34 e 37 frascos. Todos 0s
frascos de ambos os lotes apresentaram resultados satisfatérios quanto a presenca de
vacuo dentro dos frascos, confirmando assim a adequacdo do sistema de fechamento dos

frascos.

4.6. Determinacdo da Umidade Residual e de Sdlidos Totais dos Lotes

Produzidos

Os resultados das analises dos MR produzidos apresentaram valores médios de
0,79 % a 2,63 % para umidade e 97,37% a 99,21% para solidos totais. Esses resultados
estdo em conformidade com a especificacdo, estabelecida pela Portaria N° 1, de 21 de
fevereiro de 1990 do MAPA, que determina minimo de 96,0 % de sdélidos totais para ovo
integral desidratado (BRASIL, 1990). Dessa forma, os valores de umidade e sélidos totais
obtidos para todos os lotes produzidos demonstraram que ambos 0s processos, liofilizacdo

e desidratacdo por spray drying, foram eficientes.
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Os materiais de referéncia produzidos por spray drying apresentaram umidades

médias menores que os produzidos por liofilizagdo, demonstrando uma eficiéncia melhor do

processo de spray drying em relagdo a eliminagdo de agua. Os resultados das analises de

umidade e solidos totais para todos os lotes produzidos, tanto por liofilizagdo como por spray

drying, encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Resultado das Analises de Umidade e Solidos Totais para os Lotes Produzidos.

. Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5
A“qUOta lid lid lid lid lid
) Sélidos . Sélidos . Solidos . Sélidos . Solidos
Umidade Totais Umidade Totais Umidade Totais Umidade Totais Umidade Totais
1 (inicio) 2,37 % 97,63 % 3,04 % 96,96 % 2,75 % 97,25 % 0,40 % 99,60 % 0,60 % 99,40 %
2 (meio) 2,53 % 97,47 % 2,15 % 97,85 % 0,81 % 99,19 % 1,21 % 98,79% 1,40 % 98,60 %
3 (final) 2,01 % 97,99 % 2,70 % 97,30 % 1,09 % 98,91 % 0,77 % 99,23% 0,37 % 99,63 %
Média 2,30 % 97,70 % 2,63 % 97,37 % 1,55 % 98,45 % 0,79 % 99,21% 0,79 % 99,21 %
Desvio-padréo 0,0027 0,0027 0,0045 0,0045 0,0105 0,0105 0,0041 0,0041 0,0054 0,0054

Pelos valores de umidade encontrados nas aliquotas representativas do inicio, meio

e final da etapa de envase dos lotes produzidos, percebe-se que ndo houve ganho de

umidade durante a pesagem das amostras nos frascos. Isso pode ser mais bem visualizado

pelos graficos ilustrados na Figura 10.

Esses resultados indicam que o ambiente

desumidificado ndo permitiu que houvesse aumento da umidade nas amostras durante a

pesagem.

Umidade dentro dos frascos dos materiais produzidos em fungdo da
ordem de pesagem para os lotes produzidos por liofilizagdo
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Figura 10. Graficos dos valores de umidade dentro dos frascos dos materiais de referéncia
produzidos em fung&o da ordem de pesagem dos frascos.
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4.7. Estudo de Homogeneidade

Os resultados das medi¢cdes da concentracdo de salinomicina para os estudos de
homogeneidade encontram-se no Apéndice E.

Os gréficos de tendéncia devido a desvios nas medi¢cdes de cada lote, realizadas em
triplicatas de inje¢cdo em ordem aleatéria, e os gréaficos de tendéncias devidas a preparacao
dos lotes de amostras estéo ilustrados, respectivamente, nas Figuras 11 e 12.

A Tabela 7 indica o valor-P das andlises de variancia para regressao linear para uma
possivel tendéncia nas medicdes e para uma possivel tendéncia nos lotes produzidos. Para
os lotes 1, 2 e 5, obteve-se o valor-P < 0,05, indicando que houve tendéncia na medig&o das
amostras desses lotes, demonstrando repetitividade insuficiente do método de medigéo.
Porém, conforme descrito pela ISO Guia 35, uma tendéncia nos resultados da medicao é
algo que pode ser corrigido, independentemente de ela ser estatisticamente significativa ou
ndo. Um método para o desenvolvimento de uma corre¢do para um desvio de instrumento,
segundo a prépria norma, consiste na inclusdo de uma amostra de controle da qualidade
gque possa ser inserida, diretamente, no instrumento. 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 certificacao.

Graficos de controle de média e amplitude também foram elaborados para a
avaliacdo de tendéncias, tanto devido a desvios nas medicdes de cada lote, quanto devido a
preparacdo dos lotes, sendo ilustrados, respectivamente, nas Figuras 13 el4. Nos graficos
da Figura 13, foram inseridos os dados de todas as medi¢cdes de concentracdo de
salinomicina feitas em triplicata de injecdo em ordem aleatéria. No grafico de controle de
médias para os lotes 1 e 2, foi observada uma tendéncia a diminuicdo da concentracdo de
salinomicina no final das medi¢des (sequéncia de pontos abaixo da linha central), chegando
a existéncia de trés pontos fora do limite inferior de controle (LIC), no caso do lote 1. Isso
pode ter ocorrido devido a alguma instabilidade no sistema de medicdo LC-MS/MS. Nos
gréficos de controle de amplitude, observou-se um ponto acima do limite superior de
controle (LSC) para os lotes 1, 3 e 4.

Os gréficos da Figura 14 foram elaborados com as médias das concentracdes de
salinomicina por amostra (de tamanho 3, visto que foram feitas trés injecdes por amostra)
como uma fung¢éo do seu numero de sequéncia de producao. Para todos os lotes ndo houve
tendéncias, nhem pontos fora dos limites de controle. Logo, os graficos de controle também
demonstraram que nao houve tendéncia devida a preparacdo das amostras. Vale frisar que
para definir um gréafico de controle, devem-se utilizar 25 amostras, podendo-se aceitar 15

amostras. No caso em questdo, existem apenas 16 (lotes 1 e 2) e 10 (lotes 3, 4 e 5)
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amostras; porém, ndo houve aqui intengdo de obter limites de controle, mas apenas de
verificar alguma tendéncia de comportamento dos pontos.
Essas duas maneiras de dispor os dados de concentracédo de salinomicina mostram
que:
* por sequéncia aleatoria de injecdo, existe uma variabilidade no sistema LC-
MS/MS;

e existe uma variabilidade entre as amostras dentro dos padrdes aceitaveis.

Os resultados das andlises de variancia com fator Unico dos lotes estéo
representados na Tabela 8. Para todos os lotes, o teste F confirmou ndo haver diferencas
significativas entre os resultados, pois apresentaram valores de Feycuado < Feriico (0= 5%),
indicando que nenhum grau de heterogeneidade significativa foi detectado nos lotes. Isso
demonstra que a variagdo da concentragdo de salinomicina na composicdo das amostras
distribuidas nos recipientes foi suficientemente pequena para o objetivo proposto. Sendo
assim, os resultados encontrados foram satisfatérios em relacdo a homogeneidade da
amostra, indicando que os procedimentos realizados no preparo dos lotes: fortificacdo da
amostra, tempo de homogeneizacéo, liofilizacdo, secagem por atomizagdo, moagem,
envase e fechamento a vacuo, foram adequados para a producdo de um material de

referéncia de matriz ovo contendo salinomicina.
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Gréfico de tend@ncia das médias de injegdo das amostras (frasco) em fungdo do seunimero de sequéncia parao Lote 1 do material liofilizado
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Figura 12. Gréficos de tendéncia dos resultados das médias das inje¢cbes das amostras
(frascos) em funcédo do numero sequencial relacionado ao processo de producédo dos lotes 1

(A),2(B),3(C),4(D)e5(E).
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Tabela 7. Valor-P das Andlises de Variancia para Regressao Linear das
MedicGes e dos Lotes Produzidos

Valor-P Valor -P
Lotes para tendéncia nas para tendéncia no
medicdes lote

1 (liofilizado) 0,0000000183 0,612558

2 (liofilizado) 0,000197350 0,951246

3 (spray drying 150 °C) 0,050645034 0,661236
4 (spray drying 120 °C) 0,097463010 0,470098
5 (spray drying 180 °C) 0,037278838 0,734071

Tabela 8. Analises de Variancia de

Produzidos

Fator Unico do Estudo de Homogeneidade dos Lotes

ANOVA — Lote 1

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1,103507772 15 0,073567185 0,411649752 0,964628126 1,991989505
Dentro dos grupos 5,718817767 32 0,178713055
Total 6,822325539 47
ANOVA — Lote 2

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,816366667 15 0,054424444 0,975166424 0,500956068 1,991989505
Dentro dos grupos 1,785933333 32 0,055810417
Total 2,6023 47
ANOVA — Lote 3

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,496253333 9 0,055139259 0,531548129 0,834569921 2,392814108
Dentro dos grupos 2,074666667 20 0,103733333
Total 2,57092 29
ANOVA — Lote 4

Fonte da variagédo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,78767 9 0,087518889 0,681010185 0,717268149 2,392814108
Dentro dos grupos 2,570266667 20 0,128513333
Total 3,357936667 29
ANOVA — Lote 5

Fonte da varia¢éo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,92243 9 0,102492222 0,888763634 0,551675705 2,392814108
Dentro dos grupos 2,3064 20 0,11532
Total 3,22883 29
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Uma contribuicdo para a incerteza global (Uy,) do material de referéncia inerente a
homogeneidade, no entanto, foi obtida a partir dos resultados da ANOVA, e foi calculada em
funcéo dos valores da média quadrética (MQ) entre os frascos (MQenre) € dentro dos frascos
(MQuentro). Foram obtidas incertezas entre 1,5 e 2,6%. Os valores calculados para estimar a
contribuicdo da incerteza de uma possivel heterogeneidade nos lotes estdo na Tabela 9.
Comparando-se os valores de Uy, encontrados para os lotes de MR-SAL em ovo produzidos
neste trabalho, percebe-se que houve uma variagdo para os lotes produzidos por liofilizacéo,
2,6% e 1,5%, respectivamente, para os lotes 1 e 2. O menor valor de Uy, para o lote 2, em
relacdo ao lote 1, provavelmente € devido ao menor coeficiente de variagdo para as
medi¢Bes das concentracdes de SAL, como pode ser observado no Apéndice E. Os valores
de Uy, obtidos para os lotes produzidos por spray drying foram praticamente 0s mesmos,

2,2%, 2,4% e 2,3%, respectivamente, para os lotes 3, 4 e 5.

Tabela 9. Incertezas das Homogeneidades (Uy,) para os Lotes Produzidos.

Lotes Upp % Upb
1 0,12203 2,6
2 0,06820 1,5
3 0,10457 2,2
4 0,11639 2,4
5 0,11025 2,3

4.8. Avaliacédo da Equivaléncia Entre os Lotes Produ  zidos por Liofilizagc&o

Foi realizado um estudo de Repetitividade e Reprodutibilidade (R&R) para os lotes 1
e 2 e pelos gréficos da Figura 15, observou-se que o lote 1 apresentou maior dispersédo do
gque o lote 2. Isso deve ter ocorrido, provavelmente, devido a uma variabilidade no sistema
de medicao, visto que as medicOes foram realizadas em dias diferentes.

A Tabela 10 apresenta uma analise de repetitividade e reprodutibilidade para as
amostras liofilizadas. Observa-se que 91,1% da variabilidade s@o devidas a repetitividade,
ou seja, devidas as injecOes, e apenas 0,755% devidas a variabilidade entre os lotes
(reprodutibilidade). A variabilidade causada pelas amostras foi baixa: 8,13%, indicando que
as mesmas sdo homogéneas. Concluimos entdo que a variabilidade da medida (R&R) é
maior do que a do produto. Vale frisar que a variancia do sistema esta baixa e se algo

tivesse de ser melhorado, seria o sistema de medicéo.
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Figura 15. Graficos de Repetitividade e Reprodutibilidade (A) e Box-Plot (B)

das concentragfes de salinomicina para os lotes 1 e 2.

Tabela 10. Analise de R&R para as Amostras Liofilizadas

Fonte Média = 4,60 R-bar =0,599 R(xbar) = 0,00854
(Sigma=R-bar/d2) R(amostras) = 0,382
Lotes: 2 Amostras: 16 Réplicas: 3
Sigma Variancia % de % de

Estimado Estimada R&R Total
Repetitividade 0,354 0,125 99,2 91,1
Reprodutibilidade 0,0322 0,00104 0,822 0,755
Amostra-Amostra 0,106 0,0112 8,13
R & R Combinadas 0,355 0,126 100 91,9
Total 0,371 0,137 100
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A Tabela 11 apresenta a andlise de variancia, mostrando claramente que né&o
houve diferenca estatisticamente significativa entre as variancias dos lotes, das amostras

e da interagéo entre eles.

Tabela 11. Tabela de ANOVA para as Amostras Liofilizadas

Fonte de Variancia Somados | df Média F p
Quadrados Quadratica

Lotes 0,175 1 0,175 2,20 0,158

Amostras 0,868 15 0,0579 0,729 0,726

Lotes x Amostras 1,191 15 0,0794 0,671 0,803

Medicao (erro) 7,57 64 0,118

Total 9,81 95

A Figura 16 compara a concentracdo meédia de salinomicina entre os lotes 1 e 2
em relagdo a cada amostra. Embora a ANOVA nédo tenha acusado diferenca
estatisticamente significativa, pode-se observar que para algumas amostras existe uma
diferenca de tendéncia de comportamento. Por exemplo, a concentracdo diminui da
amostra 1 para a amostra 2, no caso do lote 2, e aumenta no caso do lote 1. O mesmo
acontece para outras amostras.

Pelo fato da andlise ANOVA apresentar diferencas globais, o teste de Fisher
(LSD) foi feito aqui para comparar todos os pares de médias. Verificou-se que houve
diferenca estatisticamente significativa apenas entre a amostra 5 do lote 2 e as amostras
2 e 14 do lote 1. Mas o que queremos comparar € diferenca entre os lotes considerando
as mesmas amostras.

O Teste F aplicado as médias das medicbes da concentracdo de salinomicina
para os estudos de homogeneidade dos lotes 1 e 2, dos materiais liofilizados, indicou que
as variancias ndo sao estatisticamente diferentes, pois 0 Feacuado < Feritico, COMO pode ser

observado na Tabela 12.
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O Teste t para duas amostras, presumindo variancias equivalentes, aplicado

também as médias das medi¢bes da concentracdo de salinomicina para os estudos

de

homogeneidade dos lotes 1 e 2, dos materiais liofilizados, indicou que as médias sdo

equivalentes entre os lotes. A Tabela com os resultados dessa avaliagdo encontra-se

no

Apéndice F. Portanto, considerando 5% de nivel de significancia, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os lotes 1 e 2 dos materiais de referéncia produzidos por

liofilizac&o.
Dessa forma, foi possivel fazer apenas um Unico planejamento de estudos

estabilidade e de caracterizacdo para ambos os lotes.

de
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Comparacao da concentracdo média de
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Figura 16. Grafico de comparacdo da concentragdo média de
salinomicina entre os lotes 1 e 2 em relagdo a cada amostra.

Tabela 12. Teste-F para Duas Amostras para Variancias

Lote 1 Lote 2
Média 4,614536 4,5575
Variancia 0,024522 0,018141
Observacodes 16 16
Gl 15 15
F 1,351731
P(F<=f) uni-caudal 0,283346
F critico uni-caudal 2,403447

4.9. Avaliacdo de Alteracbes Significativas na Conc entracdo de
Salinomicina no Ovo pelos Processos de Liofilizagcéo e Desidratacéo
por Atomizacéo ( Spray Drying)

Os resultados das andlises de comparacao das concentracdes de salinomicina nas
amostras fortificadas com 5 ug/Kg e dos lotes produzidos por liofilizagdo e spray drying
encontram-se no Apéndice G. A Tabela 13 mostra as meédias de injecdo para cada replicata
de extracdo das concentracdes de salinomicina encontradas nas amostras, assim como
seus desvios-padrao, coeficiente de variacdo e os valores de recuperacdo. Os coeficientes

de variacdo foram inferiores a 10 %, indicando a excelente qualidade dos pontos
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experimentais. A principio pode-se perceber uma queda na concentracdo de salinomicina
nas amostras processadas em relacdo a amostra sem tratamento, sendo essa reducgéo de
57 %, 7,5 %, 94 % e 7,5%, respectivamente, para a amostra liofiizada e para as
desidratadas por spray drying a 150 °C, 120 °C e 180 °C, conforme pode ser observado no
gréfico da Figura 17. Entretanto, a analise de variancia com fator Gnico demonstrou que se
pode aceitar a hipotese de igualdade entre as amostras, pois o valor-P > 0,05 e Feacylado <
Feriico, COMO pode ser observado na Tabela 14. Os testes F e t utilizados para a comparagao
dos resultados das amostras processadas com relacdo a amostra fortificada sem nenhum
tratamento indicaram que nao ha diferencas significativas entre, respectivamente, 0s
desvios-padrao e as médias das concentracfes de salinomicina nas amostras testadas. As
tabelas com os resultados dos testes F encontram-se, respectivamente, nos Apéndices H e
|. Esses resultados demonstram que a aparente diminuicdo observada na concentracdo de
salinomicina apds o0s processamentos nhao tém significAncia estatistica, e, portanto, o
processamento de liofilizacdo e desidratacdo por spray drying com diferentes temperaturas
nao alterou significativamente a concentracdo de salinomicina nas amostras para o nivel de
5 pg/Kg.

Sinigoj-Gacnik e Zorman Rojs (2008) avaliaram o efeito do tratamento térmico de
cozimento e fritura na concentracdo de SAL presente nos ovos, para entender melhor o
comportamento dos residuos de SAL nos ovos e estimar a exposicdo dos consumidores a
esses residuos, j4 que geralmente os alimentos de origem animal sdo cozidos antes do
consumo. Os resultados mostraram que o0s ensaios de cozimento e fritura ndo tiveram
influéncia sobre a concentracdo de SAL nos ovos, 0 que demonstra que essa substancia é

bastante estavel em relagéo a altas temperaturas.

Tabela 13. Médias de Injecdo para Cada Replicata de Extracdo das Concentragfes de Salinomicina
Encontradas nas Amostras

Médias das concentracdes de Salinomicina nas Amostr  as (ug/Kg)
Sem Liofilizada Spray dryer Spray dryer Spray dryer
tratamento 150°C 120°C 180°C
Replicata 1 5,7 5,0 5,0 5,0 4,8
Replicata 2 5,2 5.2 4,7 5,0 4,8
Replicata 3 4.9 4.8 5,0 4,5 5,0
Média global 5,3 5,0 4,9 4,8 4,9
Desvio padrdo 0,35 0,22 0,17 0,27 0,14
Variancia 0,13 0,051 0,028 0,072 0,019
Coef. Variacdo 6,8 45 3,4 5,6 2,9
(%)
Recuperagéo 100 94,3 92,5 90,6 92,5
(%)
Perdas (%) 0 5,7 7,5 9,4 7,5
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Média e intervalo de confianga da concentragdo de salinomicina
nas amostras

5,5

4,5

Concentracdo de Salinomicina (ng/Ke)
(9]

sem tratamento liofilizada spray dryer spray dryer spray dryer
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Figura 17. Média e intervalo de confianca dos resultados de concentracéo de 5
ug/Kg de salinomicina nas amostras.

Tabela 14. Andlise de Variancia com Fator Unico da Concentra¢do de Salinomicina nas
Amostras Fortificadas a um Nivel de 5 ug/Kg e Processadas por Liofilizagdo e Spray Drying

Fonte da

variacdo SQ Gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos  0,36257037 4 0,090642593 1,524410753 0,26771971 3,478049691
Dentro dos
grupos 0,594607407 10 0,059460741
Total 0,957177778 14

4.10. Estudo de Estabilidade de Curta Duracao

As médias das medi¢Oes para as concentra¢des de salinomicina para os estudos de
estabilidade de curta duracdo para as trés temperaturas testadas encontram-se no Apéndice
J.

Os graficos de tendéncia das amostras de cada lote avaliadas para as temperaturas
de 50 °C, 25 °C e -20 °C estao ilustrados, respectivamente, nas Figuras 18, 19 e 20. As
Tabelas 15, 16 e 17 mostram os valores da inclinacdo, dos erros-padrédo da inclinagdo e os
valores-P extraidos da andlise de regressao, assim como os fatores t de Student e o produto

da multiplicagéo do tpges; n-2) X S(b1), obtidos da analise de regresséao dos lotes produzidos e
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avaliados, respectivamente, para as temperaturas de 50 °C, 25 °C e -20 °C. Os dados
completos da analise de regressdo estdo no Apéndice K. Pode-se observar que as
inclinagdes e as regressdes foram insignificantes em todas as temperaturas avaliadas para
todos os lotes produzidos. Consequentemente, ndo houve instabilidade da salinomicina nas
condicdes testadas. Porém, para a matriz, foi observada uma mudanca na coloragdo das
amostras mantidas na temperatura de 50 °C, como pode visto na Figura 21, provavelmente,
devido a reacdo de Maillard e a oxidagdo de lipideos da amostra. A avaliacdo da oxidagao
lipidica das amostras de MR-SAL liofilizadas, utilizadas neste estudo de estabilidade, esta
descrita a seguir no item 4.10. Isso demonstra que houve uma instabilidade na composicao
da matriz a esta temperatura, o que indica que, embora a salinomicina tenha se mantido
estdvel em todas as condicbes testadas, esses materiais de referéncia deverdo ser
transportados em temperaturas menores (25 °C a -20 °C), com a finalidade de preservar a
integridade da matriz. Devido a esse fato, ndo se utilizou a temperatura de 50 °C no estudo

de estabilidade das amostras de MR-SAL produzidas por spray drying.

Estabilidade da SAL a 50 °C para MR-SAL liofilizado
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Figura 18. Grafico de tendéncia das medi¢cdes em funcédo do tempo
para o estudo de estabilidade dos MR-SAL, produzidos por
liofilizac&o, lotes 1e 2, a 50 °C durante 14 dias.

Tabela 15. Dados Obtidos da Analise de Regressao e Avaliagdo da Inclinagdo do Estudo
de Estabilidade de Curta Duracédo a 50°C para 0 MR-SAL Produzido por Liofilizacdo

Parametros Lote 1
Inclinacdo (|b|) 0,00159
Erro padréao s(b,) 0,010932
Valor -p (>0,05) 0,889361
t(0,95: n-2) 2,4469118
t0,95: n-2) X S(b1) > | by 0,0267496
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Concentragdo de Salinomicina (pg/Kg)
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Estabilidade da SAL a 25°C do MR-SAL spray drying a 180°C
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Figura 19. Graficos de tendéncia das medi¢cdes em funcdo do tempo para o estudo de
estabilidade dos MR-SAL a 25 °C durante 30 dias.

Tabela 16. Dados Obtidos da Analise de Regresséao e Avaliacdo da Inclinacdo do Estudo de

Estabilidade de Curta Duracéo a 25°C para os Lotes de MR-SAL Produzidos

Parametros Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5
(Iiofilizado) (spray drying a 150°C) (spray drying a 120°C) (spray drying a 180°C)
Inclinacgéo (|by]) 0,00458 0,008437 0,004953 0,000258
Erro-padréo s(b;) 0,00723 0,010716 0,012569 0,009782
Valor-p (>0,05) 0,54966 0,461030 0,707140 0,979838
t0,95; n-2) 2,4469118 2,4469118 2,4469118 2,4469118
t(0.95:n-2) X S(b1) > |b4] 0,0176911 0,0262201 0,0307542 0,0239365
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Estabilidade da SAL a-20 °C para MR-SAL liofilizado
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Figura 20. Graficos de tendéncia das medi¢cdes em funcdo do tempo para o estudo de
estabilidade dos MR-SAL a -20 °C durante 30 dias.

Tabela 17. Dados Obtidos da Analise de Regresséao e Avaliacdo da Inclinacdo do Estudo de
Estabilidade de Curta Duracéo a -20°C para os Lotes de MR-SAL Produzidos

Parametros Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5
(liofilizado) (spray drying a 150°C) (spray drying a 120°C) (spray drying a 180°C)
Inclinacgéo (|by]) 0,003969 0,000967 0,005164 0,004582
Erro-padréo s(b;) 0,004204 0,009897 0,007796 0,004927
Valor-p (>0,05) 0,381593 0,925333 0,532348 0,388294
t0,95; n-2) 2,4469118 2,4469118 2,4469118 2,4469118
t(0.95:n-2) X S(b1) > |b4] 0,0102868 0,0242174 0,0190772 0,0120557
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Figura 21. Alteracdo da coloracdo da amostra com o tempo de
armazenamento a 50°C em comparagcdo com as amostras
armazenadas a -20°C para o lote 1.

De acordo com a norma ISO Guia 35, na auséncia de um modelo cinético bem
definido de degradacéo para o candidato a material de referéncia, o modelo basico para um
estudo de estabilidade é o linear. Entretanto, a reta relacionando a concentracao e o tempo
pode ndo ser o0 modelo adequado, implicando na n&o significancia estatistica do coeficiente
angular e em baixo valor do coeficiente de determinacéo (R?). Porém, isso n&o indica que
ndo haja uma relagdo entre a concentragdo e o tempo, visto que outros modelos existem,
como por exemplo, o parabdlico, o exponencial, o logaritmico, etc. Os gréaficos da Figura 22
mostram que as variagfes da concentracdo de salinomicina em fung¢do do tempo, para as
temperaturas testadas no estudo de estabilidade dos lotes produzidos pela desidratac&o por
spray drying, podem ser descritas por outro modelo, que ndo o linear. Porém, para a
definicho do modelo mais adequado, seria necessario um estudo de estabilidade
empregando-se mais pontos relacionando a concentracdo com o tempo de exposicdo a
determinada temperatura, 0 que exigiria um maior numero de amostras e de experimentos.
Dessa forma, as médias da concentracdo de salinomicina obtidas em duplicata para cada
tempo de exposicdo, em cada temperatura estudada, foram avaliadas também pela analise
de variancia (ANOVA) de fator Unico e o teste LSD (Least Significant Difference) de Fisher,
além da regressao linear.

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
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variancias para todos os lotes, com excecéo do lote 5 na temperatura de 25 °C. O valor-P
encontrado de cada lote para cada temperatura estudada encontra-se na Tabela 18. As
planilhas com os resultados dos testes LDS de Fisher calculados pelo software Statistica®
8.0 estdo ilustradas no Apéndice L. O resultado da avaliagdo pelo teste LSD de Fisher
confirmou que, estatisticamente, houve diferengas significativas para os pares de médias
das concentracdes de SAL para o lote 5 na temperatura de 25 °C. Sendo assim, o resultado
da ANOVA para o lote 5 na temperatura de exposi¢ao de 25 °C contradiz os resultados da
estabilidade do analito avaliados pela regresséo linear. Essa diferenca estatisticamente
significativa para as variancias do lote 5, exposto a 25 °C, pode ser devida a alguma
instabilidade no sistema de medicdo. Dessa forma, por precaucdo, no caso de se produzir
materiais de referéncia por spray drying, com temperatura de secagem de 180 °C, o estudo

de estabilidade de curta duracdo para exposicao a temperatura de 25 °C devera ser refeito.
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Figura 22. Graficos das variacdes da concentracdo de salinomicina em funcdo do
tempo, nas temperaturas de 25 °C e -20 °C, para os lotes 3 (temperatura de secagem =
150 °C), 4 (temperatura de secagem = 120 °C) e 5 (temperatura de secagem = 180 °C)
produzidos pela desidratacao por spray drying.



Tabela 18. Valor-P das Andlises de Variancia de Fator Unico para o
Estudo de Estabilidade de Cada Lote

Valor -P

Temperaturas de

Lotes estudo (°C) para tendéncia no
lote
-20 0,263660
1 (liofilizado) 25 0,958517
50 0,958517
_ o -20 0,136300
3 (spray drying 150 °C) - 0.053190
_ o -20 0,791470
4 (spray drying 120 °C) - 0.425197
5 (spray drying 180 °C) "20 0820591
25 0,014156

4.11. Avaliacdo da Oxidacdo Lipidica das Amostras d

Utilizadas no Estudo de Estabilidade de Curta Dura¢g  &o
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e MR-SAL Liofilizadas

Os resultados das medicbes da avaliagdo do grau de oxidacao lipidica estdo na

Tabela 19. O grafico ilustrado na Figura 23 mostra que houve um aumento no numero de

TBA nas amostras armazenadas a temperatura de 50 °C com apenas sete dias, e esse valor

se manteve estavel por até 15 dias. Para as amostras armazenadas a 25 °C e -20 °C nédo

foram observadas grandes variacdes quanto ao indice de TBA. Portanto, pode-se dizer que

a temperatura de 50 °C realmente favorece a oxidac¢ao lipidica na matriz. Dessa forma, para

que se tenha a preservacdo da matriz, é necessario que o material de referéncia seja

transportado em temperaturas entre 25 °C e -20 °C.

Tabela 19. Resultados das Andalises de Oxidagdo Lipidica das
Amostras de MR-SAL Liofilizadas Utilizadas no Estudo de Estabilidade

de Curta Duracédo

N?¢ de TBA
tempo 252C (-202C) 502C
0 0,24 0,24 0,24
7 0,28 0,31 0,5
15 0,27 0,25 0,49
30 0,3 028 -
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Variacdao do N2 de TBA em func¢do do tempo para
diferentes temperaturas
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Figura 23. Gréfico ilustrando a variagdo do N° de TBA em funcdo do tempo
para as diferentes temperaturas testadas das amostras do lote 1 para 50 °C e
lote 2 para 25 °C e -20 °C.

4.12. Planejamento do Estudo de Estabilidade de Lon  ga Duracao

Sabe-se que os produtos de ovos integrais desidratados industrializados possuem
um prazo de validade de um ano quando armazenados a temperatura ambiente. A
salinomicina a uma concentracdo de 1000 ug/kg em metanol se mantém estavel por 2 anos
e 5 meses se armazenada a temperatura igual ou inferior a -70 °C (PEREIRA, 2013).
Portanto, assumiu-se que o MR deva ser definitivamente estdvel a temperatura de
referéncia de -70 °C e estabeleceram-se os periodos de 12 e 24 meses para o estudo de
estabilidade de longa duracédo para o MR.

As condicdes de investigacdo estabelecidas para o estudo de estabilidade de longa
duragdo serdo de armazenamento em temperaturas de congelamento, refrigeracéo e a
temperatura ambiente, ou seja, aproximadamente -20 °C, 4 °C e 25 °C, respectivamente.

Um material de controle de qualidade (MCQ) de antibidticos da classe das
quinolonas em matriz ovo, produzido por liofilizagdo, também foi avaliado nestas condi¢es
de temperaturas, tendo como temperatura de referéncia -80 °C. A estabilidade deste
material foi estudada por 12 meses seguindo as duas estratégias, um modelo classico e um
modelo isécrono. No método classico, amostras individuais armazenadas em cada uma das
quatro temperaturas estudadas foram analisadas mensalmente em triplicata. Para o método
isocrono, trés das amostras armazenadas inicialmente a -80 °C foram retiradas

mensalmente da temperatura de referéncia e armazenadas nas outras trés temperaturas de



76

investigacdo. Neste Ultimo caso, as amostras foram analisadas em triplicata, ap6s 12
meses, ao fim do estudo. As amostras correspondentes a mesma temperatura de
armazenamento foram analisadas no mesmo dia, com uma amostra que tinha permanecido
a temperatura de referéncia para a totalidade do periodo. Trés dias foram necessérios para
realizar todas as analises. Pelos dois modelos estudados, o MCQ foi considerado estavel
por um ano para as trés temperaturas estudadas, porém para a abordagem is6crona com
menor varia¢io nos resultados (JIMENEZ; COMPANYO; GUITERAS, 2012).

Um outro MCQ de narasina, um anticoccidiano ionéforo poliéter, e nicarbazina em
ovo, produzido também por liofilizacdo, foi avaliado por Olejnik et al (2013). O estudo de
estabilidade de longa duracéo foi realizado somente na condicdo de armazenamento a -20
°C durante 12 meses. As amostras de referéncia foram armazenadas abaixo de -70 °C.
Também foi utilizado o modelo is6crono para este estudo. O MCQ foi considerado estavel
por um ano para ambos os analitos.

O modelo isécrono vem sendo implementado como pratica no IRMM para estudos de

estabilidade e monitoramento de estabilidade pés-certificacdo (LINSINGER et al, 2004).

4.13. Caracterizagdo do Candidato a Material de Ref eréncia

Como resultados da pesquisa de metodologias para a determinacdo de salinomicina
em ovos foram encontradas 12 publicacoes, a da metodologia desenvolvida por Spisso et al
(2010a), utilizada neste trabalho, e 11 de instituicdes e laboratérios internacionais. Todos
utiizam a técnica de LC-MS/MS. Uma tabela com as informag6es das metodologias
pesquisadas € apresentada no Apéndice M.

Dessa forma, como proposta de continuagédo do tema abordado nesta dissertacao,
os laboratorios identificados na pesquisa serdo convidados a participar da caracterizacéo de
um novo lote de MR preparado em maior escala.

Assim, espera-se que o0 novo material preparado, tendo homogeneidade e
estabilidade confirmadas, seja caracterizado pela comparacdo dos resultados pelo menos

dois ou trés laboratdrios participantes, conforme recomendacédo da ISO Guia 35.

4.14. Consideragoes finais

As avaliacbes realizadas neste trabalho demonstraram que a liofilizacdo e a

secagem por spray drying sdo adequadas para desidratar a matriz e assegurar a
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estabilidade do material. Porém, algumas vantagens e desvantagens para os diferentes
processamentos foram observadas.

Os lotes produzidos por liofilizacdo apresentaram excelentes rendimentos, indicando
gue a perda de amostra devido ao processamento € minima. Porém, este processamento é
mais demorado em relagdo a secagem por spray drying, pois foram necessarias 40h para a
secagem da amostra na liofilizacdo de cada lote, enquanto que para secagem por spray
drying foram produzidos 3 lotes em apenas aproximadamente 5 horas. Devido a
necessidade da etapa de moagem e homogeneizacdo do pé obtido, o processamento por
liofilizacdo também demonstrou ser mais trabalhoso.

A desidratacdo por spray drying tem a vantagem de ser um processo bem mais
rapido para a secagem da amostra do que a liofilizacdo. Além disso, o produto ja € obtido na
forma de po, ndo havendo necessidade da etapa de moagem. Porém as perdas de amostra
durante o processamento conferem a desvantagem de se obter um rendimento mais baixo
do que no processamento por liofilizacéo.

De acordo com o levantamento bibliografico dos métodos de andlise utilizados para a
determinacdo de anticoccidianos em ovos apresentado no Apéndice L, a quantidade de
amostra utilizada em cada andlise varia de 2 a 10 g de ovo integral homogeneizado em seu
estado natural. Sendo assim, para atender a esses laboratorios, deve-se embalar uma
gquantidade maior do material por frasco. Portanto, levando-se em consideragcédo a massa de
ovo integral desidratado equivalente ao ovo integral homogeneizado na sua forma original,
tem-se que 2,5 g do ovo desidratado equivalem a 10 g de ovo na sua forma original.
Considerando-se que as pequenas perdas de amostra que ficam retidas na embalagem e na
tampa, estabeleceu-se que a quantidade minima de amostra fornecida em cada frasco deve
serde 3 g.

Ambos os testes foram realizados em equipamentos de laboratério de baixa
capacidade de producdo. O uso de equipamentos de escala semi-industrial seria mais
adequado para a producdo de MR, pois dessa forma, uma quantidade maior de produto
seria obtida em menor tempo. No caso da desidratacao por spray drying, como ha perdas
consideraveis durante o processamento da amostra, o uso de um equipamento de maior

capacidade de producdo pode apresentar rendimentos diferentes do encontrado.
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5. CONCLUSAO

Tanto o processamento por liofilizacdo como o de secagem por spray drying se
mostraram viaveis para a producdo de materiais de referéncia de salinomicina em matriz
ovo.

Os estudos de homogeneidade demonstraram que os procedimentos e condi¢des de
preparacdo e embalagem dos materiais foram satisfatorios, uma vez que todos os lotes se
apresentaram homogéneos.

Pelos estudos de estabilidade de curta duracéo verificou-se que, para a preservagao
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 producdo do
material de referéncia de salinomicina em matriz ovo, que podera se tornar um material de
referéncia candidato a certificacao.

Fundamentando-se pelas informacdes de estabilidade do analito encontradas na
literatura, e do ovo em p0, espera-se que o material seja estavel nas condigbes de tempo e
temperatura estabelecidas no planejamento do estudo de estabilidade de longa duragéo.

Os materiais produzidos neste estudo poderdo ser futuramente utilizados como
materiais de controle de qualidade, sendo uma ferramenta util para os laboratérios de

analise de residuos medicamentos veterinarios em alimentos.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliar a estabilidade de longa duracdo do material produzido neste estudo e

estabelecer as condi¢bes de armazenamento do mesmo.

Convidar os laboratorios e instituicGes que realizam a analise de determinacdo de
salinomicina em ovos para participar da caracterizacdo do material. Enviar as amostras

obtidas neste trabalho para uma prévia avaliacdo e ajuste da metodologia.

Produzir um novo material de referéncia no nivel do Limite de Referéncia para Tomada

de Acao Regulatoria para salinomicina em ovo, 10 ug/Kg, estabelecido pelo MAPA.

Com homogeneidade e estabilidade confirmadas, caracterizar o material de referéncia
produzido pela comparacdo dos resultados de dois ou trés laboratérios participantes,

conforme recomendagéo da ISO Guia 35.
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APENDICE A

Vidrarias e materiais de laboratorio

a) almofariz e pistilo;

b) baldo volumétrico de 10 mL classe A calibrado com incerteza maxima de 0,02 mL a 20°C;
¢) baldes volumétricos de volumes variados, incluindo 100 mL e 500 mL;

d) bastéo de vidro;

e) bécheres de volumes variados;

f) capsulas de porcelana;

g) coluna analitica ACE 3 C18, 50 mm de comprimento x 2,1 mm de didmetro interno, 3 pm
de tamanho de particula (Advanced Chromatography Technologies, Escécia);

h) coluna de guarda ACE 3 C18 para colunas de diametro interno 2,1 mm (Advanced
Chromatography Technologies, Escdcia);

i) cubeta de vidro;

j) dessecador de vidro com silica gel;

k) dispensadores de solventes 1-10 mL e 1-50 mL (Eppendorf, EUA);

[) espatulas de aco inox;

m) filtro de seringa de fluoreto de polivinilideno de 0,22 um;

n) frascos de vidro @ambar de 10 mL com rosca;

0) lacrador e deslacrador de frascos;

p) lacre metdlico para vedar rosca;

g) micropipetas de volume variavel calibradas de 2-20 mL, 10-100 mL, 50-250 mL, 100-1000
mL, 500-5000 mL com ponteiras descartaveis de polipropileno (Eppendorf, EUA);

r) microtubos tipo Eppendorf 1,5 mL incolores ou coloridos — (Eppendorf, EUA);

s) pinca metalica;

t) pipetas Pasteur;

u) provetas de volumes variados, incluindo 50 mL, 100 mL, 250 mL e 1000 mL;

v) termbémetro digital calibrado com faixa de medic¢éo de -50°C a 70°C (VWR, EUA);

w) tubos de centrifuga tipo Falcon de polipropileno com fundo cénico, capacidade 15 mL e
50 mL, com tampa;

x) “vials” @mbar de 1,5 mL para autoamostrador — (Sun Sri, EUA);
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APENDICE B

Padrdes, Reagentes, Solucdes e Solventes

a) acetato de sodio (NaOAc) Suprapur® (Merck, ALEMANHA);

b) acetonitrila (ACN) para cromatografia liquida LC/MS (Merck, ALEMANHA);

¢) acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) +99% (Merck, ALEMANHA);

d) acido formico (FOA) Suprapur® 98-100% (Merck, ALEMANHA);

e) acido 2-tiobarbitarico = 99,0% (Merck, ALEMANHA);

f) acido tricloroacético P.A. (Merck, ALEMANHA)

g) agua purificada tipo I;

h) galato de n-propila 98% (Sigma-Aldrich, EUA);

I) metanol (MeOH) para cromatografia UV/CLAE — (J. T. Baker, EUA);

j) padrdo de sal de sédio de nigericina (Sigma-Aldrich, EUA);

k) padréo de salinomicina (Sigma-Aldrich, EUA);

[) padréo de 1,1,3,3 — tetraetoxipropano 97% (Sigma-Aldrich, EUA);

m) solugdes de acetato de sodio nas concentragdes de 1 mol/L e Smmol/L;

n) solucdo aquosa de &cido tricloroacético a 7,5%, contendo 0,1% de EDTA e 0,1% de n-
propilgalato;

0) solugcdo aquosa de &cido tiobarbiturico a 0,02 mol/L;

p) solucdo estoques de nigericina na concentracdo de 1000 pg/mL em MeOH;

g) solucdo estoques de salinomicina na concentracdo de 1000 ug/mL em MeOH,;

r) solugdo estoque de 1,1,3,3 — tetraetoxipropano a 4,85 x 10° mol/L em &cido
tricloroacético a 7,5%;

s) solugbes de trabalho de nigericina preparadas a partir da solucdo estoque nas
concentracdes de 10 pug/mL e 0,6 pg/mL em MeOH

t) solugbes de trabalho de salinomicina preparadas a partir da estoque nas concentracoes
de 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,3 pg/mL, 0,24 pg/mL, 0,18 pg/mL, 0,12 pg/mL e 0,06 pg/mL em
MeOH;

u) solucdo de trabalho de 1,1,3,3 — tetraetoxipropano a 4,85 x 10° mol/lL em &cido
tricloroacético a 7,5%;

v) solucédo de MeOH:NaOAc 5mmol/L (30:70, v/v);

w) solucbes de 0,1% de FOA em MeOH, 0,1% de FOA em ACN e 0,1% de FOA em H,O
como fases movel;

X) solucdo de 100 ng/mL de salinomicina em MeOH: 0,1% FOA em H,O (80:20, v/v).
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APENDICE C

Equipamentos e acessorios

Todos 0s equipamentos e acessorios listados abaixo pertencem ao INCQS, com
excecdo do Mini Spray Dryer, que pertence ao LabDAFEE do INJC/UFRJ.

a) agitador de tubos multiplos Multi Reax (Heidolph, ALEMANHA);

b) agitador de tubos tipo votex (Marconi, BRASIL);

c¢) balanca analitica com resolugéo de 0,01 g e capacidade maxima de 2100g, modelo PG
2002-S (Mettler Toledo, SUICA);

d) balanca analitica com resolucdo de 0,001 g e capacidade maxima de 620g, modelo LP
620P (Sartorius, ALEMANHA);

e) balanca semi-micro com resolucdo de 0,00001 g e capacidade maxima de 220g, modelo
XP205 (Mettler Toledo, SUICA);

f) bobina de Tesla 2-12-8 (Tesla Coil, BRASIL);

g) bomba de seringa (Havard Apparatus, CANADA);

h) capela de exaustao;

i) centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA);

j) dispersor Ultra-Turrax® T25 basic (IKA® - WERKE, ALEMANHA);

k) espectrofotdmetro de Absorcéo no Ultravioleta/ Visivel, modelo UV — 1601PC (Shimadzu,
JAPAO);

) espectrometro de Infravermelho, modelo FTIR — 8400 (Shimadzu, JAPAO);

m) espectrémetro de ressonancia magnética nuclear de 400 MHz (Bruker, ALEMANHA);

n) estufa (Fanem, BRASIL);

0) evaporador rotativo, modelo LABOROTA 4003 — digital (Heidolph, ALEMANHA);

p) freezer de temperatura ultra-baixa CL374-80V (ColdLab, BRASIL);

q) liofilizador K105 (Liotop, BRASIL);

r) mesa agitadora reciprocante (Marconi, BRASIL);

s) mini Spray Dryer Biichi B-290 (Biichi, SUICA);

t) misturador de alta dispersdo Polytron PT 6100 (Kinematica, ALEMANHA);

u) moédulo de aquecimento/agitacdo com unidade de evaporacdo com N, React-Therm Il
(Pierce, EUA);

v) médulo de evaporacdo Reacti-Vap Il (Pierce, EUA);

w) refrigerador — compartimento de refrigeracdo e de congelamento;

X) sistema LC-MS/MS composto de Cromatégrafo a Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu

Prominence (Japéao) e espectrémetro de massas sequencial AP15000 ABSCIEX (EUA), com
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interface Turbolonspray®. O software Analyst® 1.4.2 foi empregado para controle do
sistema, aquisicdo e andlise dos dados. A configuracdo do cromatégrafo a liquido
compreende uma bomba quaternéria LC-20AD, um degaseificador de membrana DGU-
20A5, um autoamostrador SIL- 20AC, um forno de coluna CTO-20AC e uma controladora
CBM-20A,;

y) sistema de obtencao de agua purificada tipo I, Milli-Q (Millipore, EUA);

z) softwares Excel® e Statistica® 8.0;

Al) termbmetro de imersdo parcial que compreenda a faixa de 40-55°C, com divisdo
maxima de escala de 2°C, para médulo de aquecimento (Pierce, EUA);

B1) vedador de frascos.
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ostras e percentual de 4gua

perdida.
Identificaciio Massa do | Massa do ov0 ~ ovo de agua 4gua me,dlo
frasco (g) ovo (g) liofil iofilizado | perdida . de agua
iofilizado perdida ;
B (9) (9) perdida
A2g 12,4828 2,0064 12,9568 0,4740 1,5324 | 76,38
B2g 12,4821 2,0617 12,9716 0,4895 1,5722 | 76,26 26.20
C2g 12,573 2,0215 13,0656 0,4926 1,5289 | 75,63 '
D2g 12,6549 2,02 13,1286 0,4737 1,5463 | 76,55
E25¢ 12,5157 2,5719 13,13 0,6143 1,9576 | 76,11
F25¢9 12,3988 2,5503 13,0002 0,6014 1,9489 | 76,42 76.34
G25¢g 12,5248 2,4941 13,1122 0,5874 1,9067 | 76,45 '
H25¢ 12,5745 2,5493 13,1764 0,6019 1,9474 | 76,39
139 12,5756 3,0002 13,311 0,7354 2,2648 | 75,49
J3g 12,5201 3,0817 13,2473 0,7272 2,3545 | 76,40 26.20
K3g 12,4906 3,0518 13,2092 0,7186 2,3332 | 76,45 '
L3g 12,508 3,0276 13,2213 0,7133 2,3143 | 76,44
M4g 12,4499 4,098 13,4517 1,0018 3,0962 | 75,55
N4g 12,4931 4,0116 13,4479 0,9548 3,0568 | 76,20 76.05
O4g 12,4012 4,0078 13,3556 0,9544 3,0534 | 76,19 '
Padg 12,5887 4,0501 13,5498 0,9611 3,089 76,27
Q5¢g 12,6051 5,037 13,9889 1,3838 3,6532 | 72,53
R5g 12,4829 5,0061 13,6778 1,1949 3,8112 | 76,13 75 26
S5¢g 12,4327 5,0024 13,6224 1,1897 3,8127 | 76,22 '
T5¢g 12,3878 5,0042 13,5798 1,192 3,8122 | 76,18
Ubg 12,497 6,0062 14,553 2,056 3,9502 | 65,77*
V6g 12,5622 6,0005 14,0487 1,4865 4,514 75,23 75 65
W6g 12,5554 6,0134 14,0128 1,4574 4,556 75,76 '
X6g 12,5165 6,0216 13,9644 1,4479 45737 | 75,95

*Valor excluido da média.
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micina para os estudos de

Estudo de Homogeneidade do lote 1 produzido por lio  filizagéo
Concentrac6es corrigidas
(Lg/kg)
MR 1inj 2inj 3inj Média CV (%) GRUBBS
Amostra 3 Lote 1 4,82 4,54 3,96 4,44 8,92 0,858 0,228 -1,094
Amostra 24 Lote 1 5,02 5,08 4,51 4,87 7,29 0,479 0,670 -1,149
Amostra 35 Lote 1 4,78 4,77 4,17 4,57 7,26 0,592 0,563 -1,155
Amostra 42 Lote 1 4,98 4,65 4,18 4,60 8,06 0,977 0,116 -1,053
Amostra 45 Lote 1 5,15 4,83 4,34 4,77 9,30 0,923 0,139 -1,062
Amostra 47 Lote 1 4,85 4,28 4,01 4,38 7,83 1,096 -0,233 -0,863
Amostra 62 Lote 1 4,92 4,44 4,21 4,52 10,19 1,095 -0,230 -0,865
Amostra 66 Lote 1 5,04 4,81 3,81 4,55 11,42 0,744 0,392 -1,137
Amostra 73 Lote 1 511 5,02 4,23 4,79 9,12 0,668 0,482 -1,150
Amostra 75 Lote 1 4,99 5,19 4,31 4,83 7,83 0,347 0,780 -1,127
Amostra 92 Lote 1 5,10 4,72 4,43 4,75 8,82 1,042 -0,089 -0,952
Amostra 93 Lote 1 515 4,17 4,33 4,55 8,19 1,141 -0,723 -0,418
Amostra 94 Lote 1 4,59 5,02 4,63 4,75 7,50 -0,659 1,151 -0,491
Amostra 102 Lote 1 5,05 5,25 4,33 4,88 10,76 0,358 0,772 -1,130
Amostra 106 Lote 1 4,69 4,61 3,86 4,39 7,86 0,663 0,488 -1,150
Amostra 128 Lote 1 4,95 4,55 4,43 4,64 5,86 1,126 -0,343 -0,784
média global 4,64 3,58
Estudo de Homogeneidade do | ote 2 produzido por liofil izacéo
Concentracbes corrigidas
(Lg/kg)
MR 1inj 2inj 3inj média CV (%) GRUBBS
Amostra 8 Lote 2 4,79 4,38 4,70 4,62 4,66 0,773 -1,129 0,356
Amostra 21 Lote 2 4,62 4,46 4,45 4,51 2,12 1,153 -0,524 -0,629
Amostra 26 Lote 2 5,09 4,73 4,38 4,73 7,50 1,005 -0,009 -0,995
Amostra 30 Lote 2 4,58 4,39 4,65 4,54 2,96 0,297 -1,115 0,818
Amostra 32 Lote 2 4,43 4,24 4,25 4,31 2,48 1,153 -0,623 -0,530
Amostra 58 Lote 2 5,15 4,30 4,59 4,68 9,23 1,088 -0,879 -0,208
Amostra 71 Lote 2 4,81 4,46 4,13 4,47 7,61 1,010 -0,020 -0,990
Amostra 74 Lote 2 4,67 4,67 4,27 4,54 5,09 0,577 0,577 -1,155
Amostra 88 Lote 2 5,01 4,83 4,54 4,79 4,95 0,914 0,155 -1,068
Amostra 91 Lote 2 4,55 4,63 4,32 4,50 3,58 0,311 0,808 -1,118
Amostra 92 Lote 2 4,46 4,08 4,57 4,37 5,88 0,350 -1,128 0,778
Amostra 101 Lote 2 4,58 4,64 4,47 4,56 1,89 0,193 0,889 -1,083
Amostra 107 Lote 2 4,68 4,71 4,32 4,57 4,75 0,507 0,645 -1,152
Amostra 112 Lote 2 4,39 4,83 4,42 4,55 5,41 -0,637 1,153 -0,515
Amostra 114 Lote 2 4,61 4,28 4,40 4,43 3,77 1,078 -0,898 -0,180
Amostra 118 Lote 2 4,96 4,69 4,60 4,75 3,94 1,121 -0,320 -0,801
média global 4,54 2,96
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Estudo de Homogeneidade do |

Concentracfes corrigidas

ote 3 produzido por

spray drying a 150 °C

(Hgrkg)
MR 1inj 2inj 3inj média CV (%) GRUBBS
Amostra 3 Lote 3 4,62 4,71 4,94 4,76 3,47 -0,828 -0,283 1,111
Amostra 4 Lote 3 4,22 4,73 4,64 4,53 6,01 -1,139 0,735 0,404
Amostra 5 Lote 3 4,83 4,84 4,59 4,75 2,98 0,542 0,612 -1,154
Amostra 7 Lote 3 4,33 5 4,86 4,73 7,47 -1,132 0,764 0,368
Amostra 8 Lote 3 4,45 4,78 4,63 4,62 3,58 -1,029 0,968 0,061
Amostra 9 Lote 3 4,32 5,24 4,91 4,82 9,66 -1,080 0,894 0,186
Amostra 11 Lote 3 4,25 4,91 4,21 4,46 8,82 -0,526 1,153 -0,627
Amostra 20 Lote 3 4,04 4,63 4,68 4,45 8,00 -1,152 0,506 0,646
Amostra 22 Lote 3 4,09 5 4,86 4,65 10,54 -1,143 0,714 0,429
Amostra 27 Lote 3 4,89 4,59 4,83 4,77 3,33 0,756 -1,134 0,378
média global 4,65 2,91
Estudo de Homogeneidade do | ote 4 produzido por spray drying a 120 °C
Concentracdes corrigidas
(Hgkg)
MR 1inj 2 inj 3inj média CV (%) GRUBBS
Amostra 2 Lote 4 4,17 5,22 5,02 4,80 11,61 -1,136 0,747 0,389
Amostra 4 Lote 4 4,89 4,84 4,48 4,74 4,72 0,685 0,462 -1,147
Amostra 8 Lote 4 4,52 4,99 4,59 4,70 5,40 -0,710 1,144 -0,434
Amostra 9 Lote 4 4,49 5,06 4,86 4,80 6,02 -1,083 0,888 0,196
Amostra 11 Lote 4 4,35 5,04 4,68 4,69 7,36 -0,985 1,014 -0,029
Amostra 14 Lote 4 4,85 511 4,91 4,96 2,75 -0,784 1,126 -0,343
Amostra 21 Lote 4 4,49 5,34 5,05 4,96 8,71 -1,088 0,879 0,208
Amostra 26 Lote 4 4,29 4,36 4,68 4,44 4,68 -0,737 -0,401 1,138
Amostra 32 Lote 4 4,39 5,6 5,05 5,01 12,08 -1,029 0,968 0,061
Amostra 33 Lote 4 4,77 5,15 4,83 4,92 4,15 -0,718 1,142 -0,424
média global 4,80 3,56
Estudo de Homogeneidade do | ote 5 produzido por spray drying a 180 °C
Concentracbes corrigidas
(Hgrkg)
MR 1inj 2inj 3inj média CV (%) GRUBBS
Amostra 4 Lote 5 4,45 4,82 4,73 4,67 4,13 -1,123 0,795 0,328
Amostra 6 Lote 5 4,19 4,67 4,54 4,47 5,56 -1,114 0,819 0,295
Amostra 14 Lote 5 4,75 5,22 5,22 5,06 5,36 -1,155 0,577 0,577
Amostra 16 Lote 5 4,38 4,81 4,15 4,45 7,53 -0,199 1,085 -0,886
Amostra 20 Lote 5 4,31 5 5,14 4,82 9,22 -1,140 0,413 0,728
Amostra 22 Lote 5 4,23 4,82 4,71 4,59 6,84 -1,137 0,744 0,393
Amostra 30 Lote 5 4,03 5,12 4,66 4,60 11,89 -1,048 0,944 0,104
Amostra 31 Lote 5 4,61 4,84 4,59 4,68 2,97 -0,504 1,152 -0,648
Amostra 33 Lote 5 4,79 4,56 4,62 4,66 2,56 1,118 -0,810 -0,307
Amostra 34 Lote 5 4,32 5,29 4,92 4,84 10,11 -1,069 0,912 0,157
média global 4,68 3,95




APENDICE F

Teste t para Duas Amostras Presumindo Variancias Eq  uivalentes para Avaliacdo da

Equivaléncia entre os Lotes

Lote 1 Lote 2
Média 4,614536 4,5575
Variancia 0,024522 0,018141
Observacodes 16 16
Variancia agrupada 0,021332
Hipotese da diferenga de média 0
Gl 30
Stat t 1,104542
P(T<=t) uni-caudal 0,139069
t critico uni-caudal 1,697261
P(T<=t) bi-caudal 0,278139

t critico bi-caudal 2,042272




APENDICE G

Resultados das analises para o teste de avaliagdo d e alteragdes significativas na concentragao
de salinomicina das amostras de MR-SAL produzidas p  or diferentes processos

Amostra de ovo pasteurizado fortificado
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
Conc Conc Conc
calculada Valor de Grubbs | calculada |Valor de Grubbs calculada |Valor de Grubbs
(ng/kg) (na/kg) (ng/kg)
6,61 1,102 5,26 0,873 5,21 1,085
5,43 -0,253 5,24 0,218 4,89 -0,201
4,91 -0,850 52 -1,091 472 -0,884
5,7 5,2 4.9
15,42 0,58 5,04
5,3
10,4
Amostra de ovo fortificado liofilizado lote 1
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
Conc Conc Conc
calculada Valor de Grubbs | calculada |Valor de Grubbs calculada |Valor de Grubbs
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
5,08 0,437 5,6 0,826 5,39 1,153
5,15 0,707 5,36 0,285 4,46 -0,624
4,67 -1,144 4,74 -1,112 4,51 -0,529
5,0 5,2 4.8
5,22 8,48 10,93
5,0
8.3
Amostra de ovo fortificado  spray drying lote 3
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
Conc Conc Conc
calculada Valor de Grubbs | calculada |Valor de Grubbs calculada |Valor de Grubbs
(ng/kg) (na/kg) (ng/kg)

51 0,732 5,02 0,984 5,15 0,722
4,87 -1,139 4,72 0,032 5,08 0,419
5,06 0,407 4,39 -1,015 4,72 -1,141

5,0 4,7 5,0
2,45 6,69 4,63
4.9

51
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7,0

Amostra de ovo fortificado  spray drying lote 4
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
Conc Conc Conc
calculada Valor de Grubbs | calculada |Valor de Grubbs calculada |Valor de Grubbs
(ng/kg) (na/kg) (ng/kg)

5,4 1,047 5,37 1,129 4,63 0,810
4,99 -0,103 4.84 -0,355 4,57 0,307
4,69 -0,945 4,69 -0,774 4.4 -1,118

5,0 50 4,5
7,09 7,19 2,63
4.8
7,2
Amostra de ovo fortificado  spray drying lote 5
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3
Conc Conc Conc
calculada Valor de Grubbs | calculada |Valor de Grubbs calculada |Valor de Grubbs
(ng/kg) (na/kg) (ng/kg)
4,81 0,320 5,46 1,055 5,27 1,136
4,84 0,801 4,75 -0,122 4,97 -0,390
4,72 -1,121 4,26 -0,934 4.9 -0,746
4.8 4.8 5,0
1,30 12,51 3,89
4.9




APENDICE H

Dados dos testes F para o teste de avaliacdo de alteragfes significati

salinomicina das amostras de MR-SAL produzidas por

Teste-F: duas amostras para variancias

Fortificada Liofilizada

Média 5,274444444 4,99555556

Variancia  0,127292593 0,0505037
Observacodes 3 3
gl 2 2
F 2,520460546
P(F<=0) uni- ) 584053744
caudal
F critico uni- 19
caudal
F<Fcritico

desvios padréo néo significativamente diferentes

Teste-F: duas amostras para variancias

- Spray dryer
Fortificada 12000

Média 5,274444444 4,842222222

Variancia 0,127292593 0,072459259
Observacdes 3 3
gl 2 2
F 1,756747086
P(F<=h) uni- 4 36974637
caudal
F critico uni- 19
caudal
F<Fcritico.

desvios padréo néo significativamente diferentes

vas na concentracéo de

diferentes processos

Teste-F: duas amostras para variancias

. Spray dryer
Fortificada 150°C

Média 5,274444444 4901111111

Variancia  0,127292593 0,02757037
Observacdes 3 3
gl 2 2
F 4,617006985
P(F<=0) uni- 178030756
caudal
F critico uni- 19
caudal
F<Fcritico

de svios padréo néo significativamente diferentes

Teste-F: duas amostras para variancias

- Spray dryer
Fortificada 180°C

Média 5,274444444 4,886666667

Variancia 0,127292593 0,019477778
Observacodes 3 3
o] 2 2
F 6,535272866
P(F<=) uni- 4 135700196
caudal
F critico uni- 19
caudal
F<Fcritico.

de svios padrao nao significativamente diferentes



APENDICE |

Dados dos testes t para o teste de avaliacdo de alteragfes significati

salinomicina das amostras de MR-SAL produzidas por

Teste-t: duas amostras presumindo variancias

equivalentes

98

vas na concentracdo de

diferentes processos

Teste-t: duas amostras presumindo variancias
equivalentes

Fortificada  Liofilizada Fortificada Sprl?z)gcr:yer
Média 5,274444444 4,99555556 Média 5,274444444 4,901111111
Variancia 0,127292593 0,0505037 Variancia 0,127292593 0,02757037
Observacdes 3 3 Observacdes 3 3
Variancia agrupada 0,088898148 Variancia agrupada 0,077431481
Hipotese da 0 Hipdtese da 0
diferenca de média diferenca de média
gl 4 Gl 4
Stat t 1,145593351 Stat t 1,643174222
P(T<=t) uni-caudal 0,157921893 P(T<=t) uni-caudal 0,087845877

t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

2,131846782
0,315843786
2,776445105

t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

2,131846782
0,175691754
2,776445105

tcalc <tcrit

tcalc <tcrit

diferenca néo significativa entre os resultados dif erenga nao significativa entre os resultados
Teste-t: duas amostras presumindo variancias Teste-t: duas amostras presumindo variancias
equivalentes equivalentes
Fortificada Sprlaz%gcr:yer Fortificada Sprlas%gcr:yer
Média 5,274444444 4,842222222 Média 5,274444444 4,886666667
Variancia 0,127292593 0,072459259 Variancia 0,127292593 0,019477778
Observacgtes 3 3 Observacgfes 3 3
Variancia agrupada 0,099875926 Variancia agrupada 0,073385185
Hipotese da 0 Hipotese da 0
diferenca de média diferenca de média
gl 4 Gl 4
Stat t 1,675028929 Stat t 1,753171289
P(T<=t) uni-caudal 0,084619616 P(T<=t) uni-caudal 0,077221577

t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

2,131846782
0,169239231
2,776445105

t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

2,131846782
0,154443153
2,776445105

tcalc <tcrit

diferenca néo significativa entre os resultados

dif

tcalc <tcrit
erenca ndo significativa entre os resultados



APENDICE J

Valores das médias das medicdes de concentracdes de salinomicina para os

estudos de estabilidade de curta duracéo

Para 50 °C do MR-SAL liofilizado (lotes 1)

Média da
Amostras concentracéo de Tempo (dias)
SAL (ug/Kg)
TO 101 lote 1 -70°C 4,31 0
TO 50 lote 1 -70°C 4,54 0
T1 127 lote 1 50°C 4,51 3
T1 90 lote 1 50°C 4,46 3
T2 125 lote 1 50°C 4,15 7
T2 64 lote 1 50°C 4,62 7
T3 36 lote 1 50°C 4,35 14
T3 83 lote 1 50°C 4,51 14

Para 25 °C do MR-SAL liofilizado (lotes 2)

Média da
Amostras concentracao de Tempo (dias)
SAL (ug/Kg)
TO 122 lote 2 -70°C 4,53 0
TO 45 lote 2 -70°C 4,34 0
T1 103 lote 2 25°C 4,72 7
T1 75 lote 2 25°C 4,70 7
T2 86 lote 2 25°C 4,41 15
T2 18 lote 2 25°C 4,70 15
T3 117Iote 2 25°C 4,11 30
T3 46 lote 2 25°C 4,65 30

Para 25 °C do MR-SAL spray drying a 150°C (lote 3)

Média da
Amostras concentracdo de Tempo (dias)
SAL (ug/Kg)
TO 18 lote 3-70°C 4,65 0
TO 30 lote 3-70°C 4,83 0
T1 29 lote 3 25°C 5,65 7
T1 25 lote 3 25°C 5,27 7
T2 12 lote 3 25°C 5,40 15
T2 21 lote 3 25°C 5,35 15
T3 15 lote 3 25°C 531 30
T3 2 lote 3 25°C 5,02 30
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Para 25 °C do MR-SAL spray drying a 120°C (lote 4)

Média da
Amostras concentracéo de Tempo (dias)
SAL (ug/Kg)
TO 12 lote 4 -70 °C 5,36 0
TO 22 lote 4 -70 °C 4,67 0
T17 lote 4 25°C 5,76 7
T1 20 lote 4 25°C 5,21 7
T2 6 lote 4 25°C 5,22 15
T2 10 lote 4 25°C 571 15
T3 13 lote 4 25°C 4,94 30
T3 25 lote 4 25°C 5,03 30

Para 25 °C do MR-SAL spray drying a 180°C (lote 5)

Média da
Amostras concentracao de Tempo (dias)
SAL (ug/Kg)
TO 11 lote 5 -70 °C 511 0
TO 35 lote 5-70°C 5,18 0
T1 15 lote 5 25°C 4,74 7
T19lote 525°C 4,53 7
T2 3 lote 5 25°C 4,44 15
T2 26 lote 5 25°C 4,66 15
T3 10 lote 5 25°C 5,08 30
T3 13 lote 5 25°C 5,01 30

Para -20 °C do MR-SAL liofilizado (lotes 2)

Média da
Amostras concentracao de Tempo (dias)
SAL (ng/Kg)
TO 122 lote 2 -70°C 4,53 0
TO 45 lote 2 -70°C 4,34 0
T112 lote 2 -20°C 4,23 7
T1 40 lote 2 -20°C 4,23 7
T2 113 lote 2 -20°C 4,36 15
T2 66 lote 2 -20°C 4,41 15
T3 38 lote 2 -20°C 4,36 30
T3 34 lote 2 -20°C 4,61 30




101

Para -20 °C do MR-SAL spray drying a 150°C (lote 3)

Média da
Amostras concentracéo de Tempo (dias)
SAL (ug/Kg)
TO 18 lote 3-70°C 4,65 0
TO 30 lote 3-70°C 4,83 0
T1 23 lote 3-20°C 5,48 7
T1 26 lote 3 -20 °C 5,09 7
T2 24 lote 3-20°C 5,07 15
T2 16 lote 3-20 °C 5,41 15
T3 14 lote 3-20°C 4,99 30
T3 31 lote 3-20°C 4,81 30

Para -20 °C do MR-SAL spray drying a 120°C (lote 4)

Média da
Amostras concentracao de Tempo (dias)
SAL (ug/Kg)
TO 12 lote 4 -70 °C 5,36 0
TO 22 lote 4 -70 °C 4,67 0
T1 29 lote 4 -20 °C 4,77 7
T1 27 lote 4 -20 °C 512 7
T2 30 lote 4 -20 °C 4,79 15
T2 24 lote 4 -20 °C 4,69 15
T35 lote 4-20°C 4,85 30
T3 28 lote 4 -20 °C 4,89 30

Para -20 °C do MR-SAL spray drying a 180°C (lote 5)

Média da
Amostras concentracao de Tempo (dias)
SAL (ng/Kg)
TO 11 lote 5-70 °C 5,11 0
TO 35 lote 5-70 °C 5,18 0
T18lote 5-20°C 5,28 7
T1 24 lote 5-20 °C 4,89 7
T2 17 lote 5 -20 °C 5,25 15
T2 25 lote 5-20 °C 5,06 15
T3 36 lote 5-20°C 5,12 30
T3 23 lote 5 -20 °C 5,40 30
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APENDICE K

Andlises de regresséao dos estudos de estabilidade d e curta duracao para os

lotes produzidos

Para 50 °C do MR-SAL liofilizados (lotes 1 e 2)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,059145
R-Quadrado 0,003498
R-quadrado
ajustado -0,16259
Erro padrédo 0,162152
Observacodes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regressao 1 0,000554 0,000554 0,021062 0,889361
Residuo 6 0,157759 0,026293
Total 7 0,158313
Erro 95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes  padréo Stat t valor-P inferiores  superiores 95,0% 95,0%
Intersecgéo 4,441714 0,087116 50,98623 3,82E-09 4,228549 4,654879 4,228549 4,654879

variavel X1 -0,00159 [J0J0200932] -0,14513 [0,889361 -0,02834  0,025164 -0,02834 0,025164

Para 25 °C do MR-SAL liofilizados (lotes 1 e 2)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,250454
R-Quadrado 0,062727
R-quadrado
ajustado -0,09349
Erro padrédo 0,228182
Observacdes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 0,020908 0,020908 0,401551 0,549667
Residuo 6 0,312403 0,052067
Total 7 0,333311
Erro 95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes  padrdo Stat t valor-P inferiores  superiores  95,0% 95,0%
Intersecéo 4,579562 0,123867 36,97151 2,61E-08 4,276469  4,882654 4,276469 4,882654

variavel X1 -0,00458 _|N0J007280 -0.63368 |0,549667 -0,02227  0,01311 _ -0,02227 _0,01311
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Para 25 °C do MR-SAL desidratados por spray drying a 150°C (lote 3)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,306019347
R-Quadrado 0,093647841

R-quadrado -
ajustado 0,057410853
Erro padrédo  0,338178427
Observacdes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 0,07089961 0,07089961 0,619943405 0,46103
Residuo 6 0,68618789 0,114364648
Total 7 0,7570875
95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P inferiores  superiores  95,0% 95,0%

Intersecdo  5,075734605 0,183577852 27,64894871 1,48019E-07 4,626536 5524933 4,626536 5,524933
Varivel X 1 0,008437082 010107156941 0,787364849 |0,461029877 -0,01778 _ 0,034657 -0,01778 0,034657

Para 25 °C do MR-SAL desidratados por spray drying a 120°C (lote 4)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,158843592
R-Quadrado 0,025231287

R-quadrado -
ajustado 0,137230166
Erro padrédo 0,396658037
Observacodes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 0,02443552 0,02443552 0,155306297 0,70714
Residuo 6 0,944025591 0,157337599
Total 7 0,968461111
95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P inferiores  superiores  95,0% 95,0%

Intersecao 5,301890897 0,215323109 24,62295347 2,95145E-07 4,775014 5828768 4,775014 5,828768
variavel X1 0,004953146 101082568508 -0,3940892 | 0,70714013  -0,03571  0,025801 -0,03571 0,025801




Para 25 °C do MR-SAL desidratados por

Estatistica de regresséo

spray drying a 180°C (lote 5)
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R multiplo 0,010753927
R-Quadrado 0,000115647
R-quadrado -
ajustado 0,166531745
Erro padrdo  0,308725118
Observacdes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significagdo
Regressao 1 6,61423E-05 6,61423E-05 0,000694 0,979838
Residuo 6 0,571867191 0,095311198
Total 7 0,571933333
95% 95% Inferior  Superior
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P inferiores  superiores  95,0% 95,0%
Intersecéo 4,839983266 0,167589324 28,88002143 1,14E-07 4,429907  5,25006 4,429907 5,25006
Variavel X 1 0,000257697 0,026343158 1 0,979838 -0,02368 0,024194 -0,02368 0,024194
Para -20 °C do MR-SAL liofilizados (lotes 1 e 2)
Estatistica de regresséo
R multiplo 0,35962
R-Quadrado 0,129326
R-quadrado
ajustado -0,01579
Erro padrédo 0,132691
Observacodes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regressao 1 0,015692 0,015692 0,891217 0,381593
Residuo 6 0,105642 0,017607
Total 7 0,121333
Erro 95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes  padrdo Stat t valor-P inferiores  superiores 95,0% 95,0%
Intersecgéo 4,331734 0,072031 60,13748 1,42E-09 4,155481  4,507986 4,155481 4,507986
Variadvel X 1 0,003969 0,944043 | 0,381593 -0,00632 0,014257 -0,00632 0,014257
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Para -20 °C do MR-SAL desidratados por spray drying a 150°C (lote 3)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,039864607
R-Quadrado 0,001589187

R-quadrado -
ajustado 0,164812615
Erro padrédo  0,312347796
Observacdes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 0,000931738 0,000931738 0,009550299 0,925333
Residuo 6 0,585366873 0,097561146
Total 7 0,586298611
95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P inferiores  superiores  95,0% 95,0%

Intersecdo  5,027843039 0,16955587  29,6530167 9,75298E-08 4,612955 5442731 4,612955 5,442731
Varivel X 1 0,000967202 01009807449 0,097725629 |0,925333015 -0,02325 _ 0,025185 -0,02325 0,025185

Para -20 °C do MR-SAL desidratados por spray drying a 120°C (lote 4)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,261028945
R-Quadrado 0,06813611

R-quadrado -
ajustado 0,087174538
Erro padrédo 0,246052028
Observacodes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 0,026560118 0,026560118 0,438708557 0,532348
Residuo 6 0,363249604 0,060541601
Total 7 0,389809722
95% 95% Inferior ~ Superior
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P inferiores  superiores  95,0% 95,0%

Intersecao 4,060881861 0,133567665 37,14133857 2,5422E-08  4,634054 528771 4,634054 528771
variavel X1 0,005163989 010077964571 0,662350781 [0,532348161 -0,02424  0,013913 -0,02424 0,013913
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Para -20 °C do MR-SAL desidratados por spray drying a 180°C (lote 5)

Estatistica de regresséo

R multiplo 0,354923552
R-Quadrado 0,125970728

R-quadrado -
ajustado 0,019700817
Erro padrdo  0,155490933
Observacdes 8
ANOVA
F de
Gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 0,020907642 0,020907642 0,864758645 0,388294
Residuo 6 0,145064581 0,02417743
Total 7 0,165972222
95% 95% Inferior  Superior
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P inferiores  superiores  95,0% 95,0%

Intersegao 5,099605087 0,084407192 60,41671306 1,38194E-09 4,893068 5,306142 4,893068 5,306142

Variavel X1 0,00458166

0,929923999 [0,388293756 -0,00747  0,016637 -0,00747 0,016637




APENDICE L

Planilhas com os resultados das avaliacdes do teste

LSD de Fisher para o

estudo de estabilidade de curta duracao

Para 50 °C do MR-SAL liofilizados (lotes 1 e 2)

LSD test; vanable Concentragdo de Salinomicina (u
g'kg) (Estabilidade_Liofilizado)

Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 03693, df = 4,0000

Tempos (dias) {1} 2] 3 14}
Cell No. 44254 | 44869 | 43847 | 44317
1 | 0 0.765011 0.842695 0,975308
2 3] 0.765011 0.623118 0.788341
3 7]0.842695 0623118  0.818784
4 14 0.975308 0.788341 0818784

Para 25 °C do MR-SAL liofilizados (lotes 1 e 2)

g'kg) (Estabilidade_Liofilizada)
Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 05160_ df =4.0000

LSD test; variable Concentracdo de Salinomicina (u

Tempos (dias)| {1} | (2 & @}
Cell No. 44333 | 47083 | 45567 | 43817
1 | 0 0.292669 0,615997 0,831222]
2 7| 0.292669 0,540878| 0,223787
3 15| 0.615997 0540878 | 0.484033
4 30{ 0.831222 0223787 0,484033

Para -20 °C do MR-SAL liofilizados (lotes 1 e 2)

LSD0 test; vanable Concentragdo de Salinomicina (p
g/kg) (Estabilidade Liofilizado)

Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 01232, df = 4,0000

Tempos (dias)| {1} 21 13 4}
Cell No. 44333 | 42300 | 43867 | 44833
1 | 0 | 0,140942| 0.695795 0.675737
2 7(| 0140942 0.230983 0.084584
3 15| 0695795 0,230983 0,4328992
4 30| 0,675737 0,084584 0432992
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Para 25 °C do MR-SAL desidratados por

spray drying a 150 °C (lote 3)

LSD test; variable Concentracdo de Salinomicina {u
g'kg) (Estabilidade_Spray Dryer Lote 3)
Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 03288 df = 4 0000

Tempos (dias)| (1} | (2 B | @
Cell Mo, 4 7383 54633 | 53733 51667
1 | ] 0.016153 0.024852 0,077475
2 7] 0.016153 | 0.645688 0177160
3 15[ 0.024852 0,645689 0.318006
4 300 0077475 0177160 0.318006

Para -20 °C do MR-SAL desidratados por

spray drying a 150 °C (lote 3)

LSD test; variable Concentragdo de Salinomicina (u
g/kg) (Estabilidade Spray Dryer Lote 3)
Frobabilities for Post Hoc Tests

Error: Between M3 = 04167, df = 4,0000

Tempos (dias)| {1} 2 | B @
Cell Mo. 4 T383 5,2833 5.2400 | 4.9000
1 | ] | 0,055812 0.069870 0472687
2 7 0.055812 0,542263 0133603
3 15| 0069870 0842263 0171118
4 300 0472667 0.133603 0171118

Para 25 °C do MR-SAL desidratados por

spray drying a 120 °C (lote 4)

LSD test; variable Concentracdo de Salinomicina (u
g/kg) (Estabilidade Spray Dryer Lote 4)
Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between M3 = 12896, df = 4,0000

Tempos (dias)| {1} @3 | B @
Cell Mo. 5 16T 54833 5ABGBT | 4.,9833
1 | ] | 0,263597  0.278416 0.930507
2 7| 0, 263597 08965207 0236226
3 18 0.278416 0,965207 0,2459544
4 30 0,930507 0,236226 0249544

Para -20 °C do MR-SAL desidratados por

spray drying a 120 °C (lote 4)

L3S0 test; variable Concentragdo de Salinomicina (u
g/kg) (Estabilidade Spray Dryer Lote 4)
Frobabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 07711, df = 4,0000

Tempos (dias)| {1} {2 3} {4}
Cell No. 50167 | 4.9433 | 47433 | 4.8717
1 | 0 0,804764 0.380692  0.629140
2 7( 0,804764 0.511228 0.809080
3 15 0.380692 0511228 0.667997
4 30/ 0,629140 0.809080 0.667997
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Para 25 °C do MR-SAL desidratados por

spray drying a 180 °C (lote 5)

Probabilities for

Post Hoc Tests

Error: Between M3 = 01261, df = 4,0000

LSD test; variable Concentracdo de Salinomicina {u
g'kg) (SpreadshestT)

Tempos (dias) {1} 2 3 {4
Cell No. 51450 | 46367 | 45483 | 50433
1 | 0 0010609 0.006036 0.416543
2 7][0.010609 | 0.475653 0,022340
3 15| 0.006036| 0.475553 0.011624
4 30] 0.416543 0.022340 0.011624

Para -20 °C do MR-SAL desidratados por

spray drying a 180 °C (lote 5)

LSD test; variable Concentragdo de Salinomicina (p
g'kg) (SpreadshestT)

Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 03374, df = 4 0000

Tempos (dias)| {1} 2 3 {4
Cell No. 51450 | 5.0833 | 51517 | 5.2567
1 | 0 | 0.753939 0972785 0.576041
2 7][0.753939 0.728737 0.398757
3 15/ 0.972785 0,728737 0,598139
4 30 0.576041 0,396757 0.598139
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Metodologias analiticas para determinacéo de resi

APENDICE M

duos de anticoccidianos ionéforos poliéteres em ovo s
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_Anglltos Padréo Técnica x Instituicéo/ T
ionoforos . Tratamento da amostra o Recuperacéo Detalhes L Referéncias
L interno analitica Laboratorio
poliéteres
MON. LAS 5 g de amostra, extragdo com 15 mL de NAR: é_(gdl:f)ng/mL Administracao
' ’ MeOH 87%, centrifugacgao, purificacdo de | LC — MS/MS Y Nacional de
A 9mL do sobrenadante por SPE, e eluigao ESI e MRM. 93% para NAR. Séh%%‘gng/;ml Alimentos - (ROSEN, 2001)
com 800 pL de MeOH 80%. e 0'12%;’”’:"_ Suécia
LOD: 1 ng/mL para todos os Laboratério de
o Quimca o
NAReSAL. | centrifugacao, purificagio d’e 5 mL do LC — MS/MS LAS (101%), MON NAR: 10 'ng/g Governo e (MATABUDUL et
! x . ESI e MRM. (103%), SAL(102%), ; Universidade de al, 2001)
extrato por SPE, evaporagéo até 1 mL a NAR(98%) SAL: 10 ng/g Westminster —
40°C com N,. ’ MON: 2,5 ng/g Reino Unido
LAS: 50 ng/g
5 g de amostra, adi¢éo do I?I, (-::xtragao Para 2,5ng/g: LOD: 1 nglg
MON,LAS, | o centifugacio. purficagao desmt do | LG~ MSIMS | LAS (93%), NON (69%) Veernarae s | LOMLEY:
NAR € SAL. extrato por SPE, evaporagdo até 1 mL a ESI'e MRM. SAL (?\ﬁ?)’l'ngo/R (99%). LOQ: 2,5 nglg Reino Unido POINTS, 2002)
40 °C com Na. (102%).
2,5 mL de amostra, extragdo com 7,5 mL
de ACN, evaporacao do extrato até a
secura a 50 - 55°C com N, adicdo de
mais 7,5 mL de ACN e nova evaporagéo,
ressuspensdo com 3 mL de hexano,
MON, LAS, centrifugacgéo, purificagéo do extrato por LC — MS/MS Para 100 ppb: Administragao de (HELLER;
NARe SAL. |  -—---- SPE e eluigdo com 5 — 6 mL de MeOH, ES| e MRM LAS (60%), MON (85%), LOD: 1 ppb Drogas e NOCHETTO,
evaporagao do extrato até a secura a 50 — ' SAL (80%), NAR (80%). Alimentos - EUA 2004)
55°C com Nj, ressuspenséo com 500 pL
de MeOH, adic¢éo de 500 pL de H;0,
agitacao e centrifugacao, adi¢cdo de 100
pL de hexano se houver formacao de
emulséo turva e grumos.
5 g de amostra, adi¢éo do PI, + 10 g de .
MON. LAS DNC-dg* Na,SO, anidro, extragdo com 15 mL de Para 2 pg/kg: CCa: O’SS/Eglggrgal\rﬂigAL a0.4 Laboratério de (DUBOQIS;
NAR ’SAL é NIG e ' ACN, agitacéo e centrifugagéo, purificacdo | LC — MS/MS MON (56%), LAS(60%), ' Hormonologia - PIERRET;
M’AD DICLAZ-bis* de todo o sobrenadante por SPE, ESI e MRM. NAR (53%), SAL (44%) e CCB: 0,1 pg/kg para SAL a 0,5 Bélgica DELAHAUT,
' evaporagao até a secura a 40 °C com N; e MAD (52%). t ' 2004)

ressuspenséo com 300 pL de ACN.

ug/kg para MAD.
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Analitos Padrdo Técnica
ionoforos . Tratamento da amostra P Recuperacéo Detalhes Instituicdo Referéncias
y interno analitica
poliéteres
- x = CCa: 1 pg/kg para todos os P
10 gg(fmaT;;t[aa :‘i‘gﬁ’ ggigéggt;agao Para < 1 pg/kg: 50 a 120% analitos. "é‘;‘:jfﬁ&ggg (MORTIER;
MON, LAS, NIG centrifugacéo evapora(;e”’lo até a secura a LC = MS/MS Flamenga/ DAESELEIRE;
NAR e SAL. 60°C com N e ressuspensao com 500 pL ESI e MRM. Entre 1 elllOO(;)jg/kg: 70 a CCB: lilzglllkggkga‘r):ﬁ,:ﬁs al6 Universidade de PE'I'ZI%(C.‘;;EM,
de ACN: H,O (90:10, v/v). ' Ghent - Bélgica
5 g de amostra, + 15 g de Na,SO, anidro,
aooe | CCTOBMgRpmeNaRata | MM |
MON, LAS, | extrato por SPE, evaporacdo até asecura | LC-MSIMS | | o (87%) ’MuOgN %ég%) kg p ' Alimentar e PELTONEN
NAR e SAL. a tempefatura ambiente com N2~e ESI e MRM. SAL (75%), NAR(73%). CCB: 0,9 pg/kg para NAR a 2,0 Med_lc’ln'a 2006)
ressuspenséo com 250 pL de solucédo de /ka para LAS Veterinaria -
ACN e acetato de amdnio 2 mM contendo Hoikg p ' Finlandia
2% de acido acético (95:5, v/v).
.. < Expressos como
29 olisnn;orsgiaasﬂ%aﬁ i%i':;’ggét;agao tendéncia para 2 pg/kg: CCa: 0,47 pg/kg para SAL a 0,98 Unidade de
MON, LAS, . = " MON (-3%), NAR (-0,1%), ug/kg para SEN e 164,76 pg/kg .
NAR. SAL DNC-d8*, centrifugacéo, evaporacéo de 5 mL do LC—MS/MS | SAL (-1.8%) SEN (3.2% LAS Residuos de (DUBREIL-
X ’ NIG e extrato até a secura a 50 °C com N, ESI_ MRM ¢ I\’AAIS)’ 1 90/( 2%) CCB: 052 p;akra 'MAD a 138 Drogas CHENEAU et al,
SEN e DICLAZ-bis* | ressuspensao com 500 pL de solugéo de € ' € (1, . 0). B: 0,52 ugrkg para al, Veterinarias - 2009)
MAD. py . A, Para 150 pg/kg: LAS (- para SEN e 180,48 ug/kg para
acetato de sddio 20 mmol/L : ACN (50:50; 12,206) LAS Franca
vIv). ' ' ’
5 g de amostra, + de 10 a 15 g de Na,SO, Centro de
anidro, extragdo com 2x 10 mL de ACN, Para 2,0pg/kg:
MAD, SAL - : Controle e
MdN A N agitacao e centrifugagdo, evaporacédo do LC — MS/MS MAD (79,5%), SAL LOQ: 0,1 a 0.2 uglk Prevencio de (SHAO et al,
LAS sobrenadante até a secura a temperatura ESI (85,2%), MON (110,6%) e T < Ho/kg Doen %S de 2009)
' ambiente com N, e ressuspensdo com 1 LAS (83,2%) Beiin 9_ China
mL de solugcdo de MeOH. Iing
CCa: 2,3 pg/kg para MAD, MON,
NAR e SEN, 3,4 ug/kg para SAL e
172,6 pg/kg para LAS.
CCB: 2,5 para SEN, 2,7 pg/kg
. x ara MAD, MON e NAR, 3,9 ug/kg
2 g de amostra, adi¢éo do PI, extragédo P
MON, LAS, com 2x 4 mL de ACN, agitacédo e para SAL e 202,2 ug/kg para LAS. Fundagio
NAR, SAL, centrifugag&o, evaporagdo de 250 pL do LC — MS/MS | 168,1% para NAR no nivel . ) (SPISSO et al,
SEN e NIG extrato até a secura a 46 - 48 °C com N, | ESI e MRM. de 1 LMR "/EIZ' O'gfa”“%gﬁl pgr(‘)"‘GSA';I’( O’O:ra Osw‘gfgsﬁmz 2010a)**
MAD. ressuspensédo com 1 mL de solucédo de 5 HaKg p 200 HA/kG P

mmol/L NaOAc:MeOH (70:30; v/v).

NAR, 0,09 para SEN, 0,34 ug/kg
para MAD e 1,0 pg/kg para LAS.

LQ: 0,14 pg/kg para SAL, 0,16
ug/kg para MON, 0,18 pg/kg para
NAR, 0,30 para SEN, 1,1 pg/kg
para MAD e 3,4 pg/kg para LAS.
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Analitos

ionoforos E?grrr?(? Tratamento da amostra z;rri;ri]tli(éz Recuperacéo Detalhes Instituicdo Referéncias
poliéteres
2 g de amostra, adicéo do PI, extracao
com 6 mL de ACN, adigdo de 4g de Instituto
Na,SO, anidro, agitagéo e centrifugagéo, Para 1 pg/kg: CCa: 2,2 pg/kg para MON e NAR Zooprofilatico de
voN.Las, | oncap | Aeioste Sl e ACK xractoca voN (g e | 233Uk paSAL e Taksk | Db
NAR, SAL, NIG, ROB- centr?fuga(;io e descarte da fase orgénica LC — MS/MS (89,1%), SAL (90,2%), P ’ Instituo (GALARINI et al,
SEN e dg* e i o ESl e MRM. | SEN (108%), MAD (108%) ) - 2011)
MAD. DECOQ-d5* superior, repeticao do o_lc_asengorduramento e CCB: 2,4 pg/kg para MON a 3,7 Zooprofllatl_co da
por mais 2 vezes, purificagéo do extrato LAS (105%) pg/kg para SAL, e 201 pg/kg para Lombardia e
por SPE, evaporacédo de 5 mL do extrato ' LAS. Emilia Romana -
até a secura a 50 °C com N, Italia
ressuspensdo com 1 mL de MeOH.
CCa: 2,213 pg/kg para SEN a Centro de
MON. LAS 5 g de amostra, adicéo do PI, extracao 3,82 pg/kg para SAL e 179 pg/kg Pesquisa de
NAR’ SAL’ DNC-d8*, com 20 mL de ACN, evaporacao de 10 mL UHPLC - MON (81%), LAS (55%), para LAS. Alimentos (MOLONEY et al
SE’N e ' ROB-d8* e do extrato até a secura a 60 °C com N, e MS/MS NAR (69%), SAL (59%), CCB: 2,44 pg/kg para SEN a 4,67 Teagasc/ 2012) '
MAD DECOQ-d5* ressuspensdo com 500 pL de ACN:H,O ESI e MRM. | SEN (81%) e MAD (82%). pg/kg para SAL e 209 pg/kg para Universidade da
' LAS Cidade de Dublin

(80:20, v/v).

LQ: 1 ué/kg

- Irlanda

Obs.: acetonitrila (ACN), decoquinato-d5 (DECOQ-d5), diclazuril (DICLAZ), dinitrocarbanilida-d8 (DNC-d8), lasalocida (LAS), maduramicina (MAD), metanol (MeOH), monensina (MON), acetato de
sadio (NaOAc), narasina (NAR), nigericina (NIG), robenidina-d8 (ROB-d8), salinomicina (SAL), senduramicina (SEN), extracdo por fase sélida (SPE). *Padrdes que ndo séo ionéforos poliéteres
utilizados porque o método é multi-residuos. *Método desenvolvido por Spisso, utilizado para a determinacédo de SAL no presente trabalho.
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