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CONCLUSÃO

A produção de um material de referência de MON em leite faz parte de um projeto inovador,
uma vez que não existe ainda nenhum fornecedor desse material. O MR produzido, após
constatada a sua homogeneidade e estabilidade (dados não apresentados), será caracterizado de
forma a possibilitar sua certificação. O material de referência certificado (MRC) possibilitará a
melhoria da qualidade das análises em laboratórios de resíduos de antimicrobianos em alimentos e
o respaldo às ações de controle e fiscalização sanitária.

OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é apresentar o estudo de homogeneidade de um MR
produzido, pois esse parâmetro é um dos requisitos para a sua caracterização.

INTRODUÇÃO

A administração de antibióticos em animais produtores de leite tem a finalidade de acelerar o
crescimento de novilhas, de aumentar a eficiência produtiva e de tratar diversas infecções durante a
lactação na vida adulta1. Entretanto, de acordo com Spisso et al2, o descuido no cumprimento das
boas práticas veterinárias pode ocasionar níveis de resíduos inseguros em diferentes tecidos, com
potenciais efeitos adversos à saúde humana devido às propriedades tóxicas e alergênicas das
substâncias e à contribuição para o desenvolvimento de organismos resistentes.

Conforme descrito pela norma ABNT ISO Guia 353, material de referência (MR) é um material
suficientemente homogêneo e estável em relação a uma ou mais propriedades especificadas e que foi
estabelecido como sendo apropriado para sua utilização pretendida em um processo de medição. Ele
serve para a calibração de um sistema de medição, para a avaliação de um procedimento de
medição, para a atribuição de valores a outros materiais e para o controle de qualidade.

Diz-se que um material é perfeitamente homogêneo em relação a uma propriedade quando não
existir nenhuma diferença entre os valores de propriedade de uma parte (item) para outra. Na prática,
se uma diferença entre os valores de uma parte (item) para outra for desprezível quando equiparada
à componente de incerteza proveniente, por exemplo, da caracterização, o material é considerado
homogêneo em relação a uma determinada propriedade3.

Segundo Watanabe et al4, o antibiótico mais amplamente utilizado em ruminantes, a fim de
melhorar a eficiência alimentar e a produção global é a monensina (MON), da classe dos ionóforos
poliéteres. A substância (CAS 17090-79-8) é uma mistura de quatro análogos, A, B, C e D. A
monensina A é a principal componente, representando 98% da composição5. A seguir é apresentada a
estrutura química da MON.

Com a finalidade de aumentar a vida útil do material produzido, foi realizada uma liofilização do
leite líquido, conhecida também como criodesidratação. Esse processo consiste em um exemplo
particular de desidratação por sublimação, que é a transformação direta do gelo do alimento em vapor
d’água, sem passar pelo estado de água líquida6.

Figura 1. Estruturas química da monensina

Estudo de homogeneidade
Para o estudo de homogeneidade foram utilizados 16 frascos escolhidos por amostragem

aleatória estratificada. As amostras foram ressuspensas com aproximadamente a mesma
quantidade de água perdida durante a liofilização. A extração dos analitos foi realizada pelo método
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), baseado na extração com acetonitrila e
adição dos sais acetato de sódio e sulfato de magnésio, seguida da determinação da MON no leite
pela técnica de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à Espectrometria de Massas
Sequencial (LC-MS/MS). O método empregado é capaz de determinar resíduos de seis ionóforos
poliéteres em leite, incluindo a MON, e foi desenvolvido e validado por Pereira8, seguindo o
Procedimento Operacional Padrão9, que se baseia na Decisão 657/200210. Os resultados foram
avaliados estatisticamente pela análise de variância (ANOVA).

Figura 3. Leite em pó liofilizado e ressuspenso11, sistema LC-MS/MS 

MATERIAL E MÉTODOS

Fortificação do material
Primeiramente, 1 L de leite cru foi desnatado por centrifugação a 0 º C, 11,5 rad/s por 10

minutos e fortificado com solução padrão de monensina, em concentração próxima ao Limite
Máximo de Resíduo em leite7. Alíquotas de aproximadamente 2,5 mL desse leite foram distribuídas
em 116 frascos de vidro âmbar e congeladas a -70º C para posterior liofilização.

Liofilização
As amostras do lote foram organizadas em 4 suportes. Todo o lote foi desidratado por 24 horas

em liofilizador da marca Liotop, modelo K105. Os parâmetros foram temperatura a 103º C e 92
µmHg de vácuo no final do processo. Os frascos foram lacrados e armazenados a -70º C.

Figura 2. Coleta de leite cru, centrífuga e liofilizador 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O método utilizado foi validado na faixa de 1 a 6 ng/mL para a MON e apresentou limite de
detecção de 0,06 ng/mL, limite de quantificação de 0,1 ng/mL e recuperação em condições de
precisão intermediária de 103,7% com 9,6% de desvio padrão relativo.

Uma das condições para a produção de materiais de referência é o estudo de homogeneidade,
pois é um dos elementos fundamentais para a garantia da conservação das propriedades físico-
químicas em todos os MR produzidos3, 12. Inicialmente, uma regressão linear foi empregada para
detectar possíveis tendências na preparação da amostra, avaliando-se as médias de concentração
nos frascos (média de valores de injeção) como uma função do número de sequência. A Figura 4
apresenta o gráfico de tendência, e a Tabela 1 a ANOVA. Como o valor de Significance F > 0.05,
conclui-se que não foram observadas tendências nas amostras (frascos) e o lote é adequado para
certificação.

A contribuição da incerteza da homogeneidade foi estimada pela análise de variância fator 
único, ANOVA (Tabela 2), empregando-se os valores de média quadrática entre os grupos (MS 
Between Groups) e dentro dos grupos (MS Within Groups). A incerteza da homogeneidade, ubb foi 
de 3,86%. 

Figura 4. Gráfico de tendência do estudo de homogeneidade 

Tabela 1. Análise de variância fator único. 

Tabela 2. Análise de variância fator único. 
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