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RESUMO

O leite, rico em varios nutrientes, desempenha um papel importante na nutricdo humana. Sua
qualidade estd intimamente ligada a eficacia do processo de manipulagdo. A presenga de
residuos de antibiodticos no leite bovino causa sérios prejuizos na produgao de queijos, iogurtes
e coalhos. A ingestdo desses residuos ameaga a saide do consumidor favorecendo a resisténcia
microbiana e a hipersensibilidade. Assim, o objetivo deste estudo € testar a aplicagao de técnicas
de espectroscopia Raman e Infravermelho, que se destacam como ferramentas analiticas de
grande potencial, uma vez que proporcionam resultados rapidos, quantitativos, qualitativos e
confiaveis, exigindo pouco ou nenhum pré-tratamento das amostras. Investigou-se por meio de
analise computacional a conformagao e o espectro vibracional das moléculas dos antibidticos
Penicilina e Ampicilina, com auxilio de um funcional hibrido B3LYP no nivel de teoria DFT.
A partir da Resolugdo 53 de outubro da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
o Brasil segue os Limites Maximos de Residuos (LMR) estabelecidos pelo Mercosul. O leite
analisado foi separado em duas porgdes, o genuino ¢ o controle sendo que nesta ultima foi
simulada a contaminagdo por antibiotico seguindo os LMR. Nao foi necessdria a realizacao de
pré ou pos-tratamento das amostras para as analises. Os resultados obtidos indicam que esta
metodologia possa ser utilizada futuramente na identificacdo do tipo e na quantificacdo do
antibiodtico que possa estar presente no leite bovino.

Palavra-chave: Leite. Raman. Antibiotico. Infravermelho. Analise de Componentes
Principais. Qualidade dos alimentos



ABSTRACT

Milk, rich in various nutrients, plays an important role in human nutrition. Quality is closely
linked to the effectiveness of the handling process. The presence of antibiotic residues in bovine
milk causes serious losses in the production of cheeses, yogurts and curds. The ingestion of
these residues threatens the health of the consumer favoring microbial resistance and
hypersensitivity. Thus, the objective of this study is to test the application of Raman and
Infrared spectroscopy techniques, which stand out as analytical tools of great potential, since
they provide fast, quantitative, qualitative and reliable results, requiring little or no pretreatment
of the samples. The conformation and vibrational spectrum of the antibiotic molecules
Penicillin and Ampicillin were investigated by means of a computational analysis with the aid
of a B3LYP hybrid functional at the DFT theory level. As of Resolution 53 of October of the
National Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA), Brazil follows the Maximum Residue
Limits (MRLs) established by Mercosur. The analyzed milk was separated into two portions,
the genuine and the control being that the latter was simulated the antibiotic contamination
following the MRLs. Pre- or post-treatment of the samples was not required for the analyzes.
The results indicate that this methodology can be used in the future to identify the type and
quantification of the antibiotic that may be present in bovine milk.

Keyword: Milk. Raman. Antibiotic. Infra-red. Principal component analysis. Food quality
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1 INTRODUCAO

O leite ¢ um alimento rico em nutrientes, constituido de, aproximadamente, 87% de agua
e 13% de elementos s6lidos, como gordura, proteinas, vitaminas e sais minerais (principalmente
o calcio) essenciais a dieta humana. O fator que mais interfere na qualidade desse alimento ¢ a
adicao de alguma substancia estranha de forma casual ou fraudulenta. (MAREZE et. al, 2015).
Desta forma o leite consumido tanto no Brasil como em qualquer lugar do mundo ¢ uma fonte
de constante preocupacao de técnicos e autoridades ligadas a area de satde e laticinios.

A presenca de residuos de antibidticos no leite e seus derivados € um problema de saude
publica, que deve ser evitada, pois pode provocar graves problemas de satide ao consumidor,
dentre os quais: hipersensibilidade, choque anafilatico em individuos alérgicos, teratogenia,
resisténcia microbiana e desequilibrio da microbiota intestinal, e ainda, desencadeando
prejuizos financeiros na industria, por interferirem na inibi¢do de microrganismos benéficos na
produgdo de derivados do leite (BASTOS, 2012). Orgdos fiscalizadores como a Organizagao
Mundial da Satde (OMS) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), visam
fiscalizar e garantir a qualidade do leite, segundo a Resolucdo n°® 52, que preconiza Limites
Miaximos de Residuos (LMR) destes compostos.

A fiscalizagao da qualidade do leite em laticinios com certificagcdo federal ¢ realizada
por laboratorios credenciados ao Plano Nacional de Controle de Residuos ¢ Contaminantes
(PNCRC). As técnicas laboratoriais comumente utilizadas sdo as de Cromatografia Liquida
(HPLC) e Cromatografia Gasosa (GC), ambas empregadas na confirmagdo e quantificagdo dos
residuos contaminantes. Devido a complexa preparagdo de amostras, necessidade de pessoal
especializado e longo tempo de analise estas metodologias ndo sdo empregadas durante a fase
de triagem do leite.

A deteccdo da presenca de residuos na triagem ¢ realizada principalmente por kits de
testes qualitativos, de inibi¢ao de crescimento ou reagdes enzimaticas. Esta metodologia
apresenta a incidéncia de falsos positivos, limitagao de detecgao por relacao sinal ruido alta ou
pela capacidade de identificacdo de apenas um ou dois grupos de antibidticos. A discordancia
entre os resultados obtidos pelos testes de triagem e os testes de confirmagdo pode acarretar
prejuizos financeiros e juridicos para os laticinios.

As técnicas de espectroscopia optica aliadas a analises estatisticas multivariadas podem

fornecer resultados rapidos e precisos, capazes de detectar as baixas concentragdes de residuos



no leite. Muitos trabalhos ja foram e vem sendo desenvolvidos nesta area. Por exemplo, estudos
em fotoluminescéncia estacionaria ou resolvida no tempo, espectroscopia de infravermelho ou
em espectroscopia Raman. Nesta dissertagao obtivemosas propriedades dpticas dos materiais de
forma tanto experimental quanto teodrica a fim de identificar os possiveis modos vibracionais.

O leite por ser um sistema complexo deve ser estudado por uma estatistica
multiparametros ou multivariada. Uma das maneiras de se garantir a qualidade do leite ¢ realizar
uma avaliacdo das metodologias/técnicas empregadas para deteccao de contaminantes. Dentre
as varias possibilidades de andlises estatisticas podemos destacar a Andlise de Componente
Principal (PCA) e Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS). A PCA faz uma
transformagao de varidveis possivelmente correlacionadas para variaveis ndo correlacionadas
com finalidade de garantir a maior variancia possivel para os componentes principais. Enquanto
a PLS encontra um conjunto de vetores de base para os dados espectrais e outro conjunto para
os dados de concentra¢do buscando estabelecer uma relagdo linear entre eles.

A técnica de Espectroscopia no Infravermelho Médio (MIR) vem sendo utilizada como
uma alternativa répida e eficiente em analises e controle de qualidade de leite e alimentos
(MENDES et al., 2016). Por tratar-se de uma técnica que permite a obten¢do das informacgdes
espectrais através de amostragem direta, ndo destrutivel e utilizando volume reduzido de
amostra.

Como a assinatura vibracional de cada molécula ¢ unica, pode-se em principio usar a
espectroscopia de infravermelho médio para a detec¢ao de antibioticos em leite. O conjunto de
dados permitird a composi¢do de um banco de dados para o desenvolvimento de futuras
ferramentas de controle de qualidade do leite e seus derivados.

Para simular os espectros experimentais infravermelhos ou Raman de antibioticos ¢
nessario utilizar ferramentas da mecanica quantica para obter os modos vibracionais possiveis
de cada molécula e suas energias correspondentes.

No que tange a um tratamento quantico de um sistema, destacam-se os métodos de
Hartree-Fock (HF) e a Teoria do Funcional da Densidade (DFT), os quais sdo abordagens que
descrevem as propriedades de moléculas ou de materiais cristalinos. O método HF ¢ baseado
na solucdo das energias possiveis e os respectivos estados (amplitudes de probabilidade) de um
sistema quantico. Os estados possiveis sdo descritos em termos de fungdes de onda (amplitudes
de probabilidade) cujo médulo ao quadrado fornecem a informagdo de qual € a probabilidade

do sistema (molécula) se encontrar naquele estado. No método Hartree-Fock deve-se levar em



conta nos calculos um momento angular intrinseco denominado spin. Tal imposicao leva ao
aparecimento de uma energia adicional no hamiltoniano do sistema (energia total do sistema),
denominado termo de troca, € as equacdes a serem resolvidas sao chamadas de equagdes de
Hartree-Fock-Slater. Este método ¢ considerado um método bom para estudar sistemas
moleculares pequenos, ndo sendo muito adequado para descrever sistemas grandes, como, por
exemplo, sélidos. Ja a abordagem DFT ¢ moderna e poderosa, usada para calcular a estrutura
eletronica de sistemas grandes que contém muitos atomos, como moléculas ou cristais. Esta
teoria ¢ baseada na densidade eletronica do sistema. Além disso, leva em conta corre¢des no
calculo da energia os termos devidos aos spins € mais um termo que leva em conta que as
particulas do sistema sao correlacionadas. Em resumo, na abordagem DFT sdo levados em
conta efeitos de troca ¢ de correlagdo. O método DFT foi utilizado neste trabalho ¢ sera
apresentado nas se¢des seguintes.

Baseado nos conceitos expostos acima, o presente estudo pretende avaliar a aplica¢ao
exeperimental das técnicas de absor¢ao no Infravermelho (ATR) e espectroscopia Raman a fim
de detectar residuos de antibioticos de uso veterindrio em leite. Correspondentemente os
espectros serdo simulados via Teoria do Funcional da Densidade visando identificar a origem
das intensidades espectrais. Este trabalho visa agregar conhecimento em limites de detecgdo

das técnicas e compreensao dos espectros para futuro controle automatico de qualidade de leite.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Aplicagao da Espectroscopia vibracional Raman e Infravermelha aliadas aos célculos
de estrutura eletronica, a fim de detectar moléculas de residuos de antibidticos de uso
veterinario, e posteriormente caracterizagdo dos aspectos estruturais e vibracionais das
moléculas, em estudo, na 4gua e no leite, visando a obten¢do dos limites de detec¢do dessas

técnicas para um futuro controle de qualidade.

2.2 ESPECIFICOS

e Compor um banco de dados de assinaturas espectroscopicas dos seguintes principios ativos

presentes em antibidticos: Benzilpenicilina-G; Ampicilina; Oxitetraciclina;

e Testar limites de deteccdo de residuos de antibidticos veterindrios em leite cru por

Espectroscopia de Infravermelho ATR;

e Medir limites de deteccdo de residuos de antibidticos veterindrios em leite cru por

Espectroscopia Raman;

e Apresentar a técnica de espectroscopia vibracional juntamente com calculos de estrutura
eletronica, como uma alternativa, rapida e eficiente para a detec¢do de residuos de

antibiotico em leite;

e Analisar os espectros obtidos e relacionar os principais picos com os componentes

majoritarios presentes em cada medicamento.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 LEITE

O leite € uma aglutinagao de inumeros componentes solidos como lipidios, carboidratos,
proteinas, sais minerais ¢ vitaminas diluidos em &4gua. A parte solida representa
aproximadamente 12% ou 13% do total, ou seja, o leite € composto em média por 87% de agua,
4% a 5% de lactose, 3% de proteina, 3% a 4% de gordura, 0,8% de minerais e 0,1% de vitaminas
(CORREA, et al 2017). Explicitamente, a 4gua ¢ o componente mais abundante no qual se
encontram em solu¢do demais compostos e solidos totais (ST) ou extrato seco total (EST)
englobando todos os componentes do leite (CASTRO MONTOYA et al, 2018). A vista disso,
na Instru¢do Normativa 62 de 2011, esta estabelecido que o leite cru refrigerado deve apresentar

teores minimos de gordura, proteina e s6lidos totais de 3,0%, 2,9% e 11,4%, respectivamente.

Dados os intimeros componentes primordiais para o desenvolvimento da vida humana,
a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacao e Agricultura - Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) recomenda um consumo per capita de leite de 200
litros/ano, ou seja, 0,548 litros/dia (FAO, 2015). Para atender essa demanda ¢ necessario que o
Brasil produza 42 bilhdes de litros, considerando que a populacdo brasileira ¢ constituida de
207,7 milhdes de habitantes (IBGE, 2017).

O leite de vaca ocupa um papel de grande importancia na alimentagdo humana,
principalmente na de criangas e idosos. O leite e seus derivados fornecem energia, proteinas,
vitaminas e minerais essenciais (SANTOS, et al. 2017). Leite considerado de qualidade é,
portanto, aquele obtido de maneira higiénica, de vacas sadias, sem microrganismos nocivos a
saude, sem excesso de residuos de drogas veterinarias, resfriado imediatamente apds a ordenha
e recebido na industria em até 48 horas apos o final da ordenha inicial (BRASIL, 2011). Por
conseguinte, € importante destacar que a qualidade desse alimento depende de uma investigacao
eficaz durante todo o processo de manipulagao do mesmo.

A qualidade da composi¢do do leite ¢ um assunto que exige atencdo de todos visto, que
os altos indices de célcio presentes no leite sdo de fundamental importancia na fase de
desenvolvimento dos individuos, para o fortalecimento dos ossos em criangas € para a
prevencao de doengas como a osteoporose em pessoas de idade avangada. Além disso, o calcio
¢ um agente redutor da absor¢do de colesterol e atua no controle da pressdo sanguinea e da

massa corporal (CARRARA et al, 2017). Logo, a ampliacdo da industria leiteira deve vir
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acompanhada de métodos mais eficazes de controle de qualidade desse alimento, ponto crucial

também defendido pela FAO.

3.2 ANTIBIOTICOS

A palavra “antibidtico” deriva do termo antibiosis, que no sentido literal da palavra
significa contra a vida. Como a etimologia dessa palavra, torna facil entender a funcao deste
composto como um medicamento com finalidade de combater alguma forma de vida. Sua
fungdo ¢ atacar e eliminar bactérias. Os antimicrobianos sao substancias quimicas, naturais ou
sintéticas, com capacidade de inibir a proliferacdo de bactérias ou de as dizimar. A classe de
antimicrobianos inclui compostos de origem natural, seus derivados e também os compostos
quimicos de origem sintética (WALSH, 2016) todos com essa fun¢ao especifica.

A priori, os antibidticos sdo substincias quimicas produzidas pelo metabolismo de
determinadas espécies de bactérias, fungos e actinomicetoses. Sendo assim, os antimicrobianos
sdo capazes de inibir o crescimento de fungos ou bactérias podendo causar a morte destes, sendo
classificados em bacteriostaticos, quando causam a inibi¢do em bactérias, ou bactericidas,
quando promovem o perecimento, da bactéria. Os antimicrobianos sdo usados para combater
0s micro-organismos inespecificos ou especificos associados a infec¢des e contaminagdes. Os
antissépticos e os desinfetantes sdo classificados em inespecificos, visto que atuam sobre micro-
organismos patogénicos ou ndo. (WALSH, 2016).

E essencial uma ampla vigilancia quanto & ocorréncia de residuos de antibidticos no
leite devido aos efeitos indesejados que estes podem provocar na industrializacao de alguns
produtos lacteos e na satde do consumidor. A adi¢do de antibidticos no leite pode ocorrer
acidentalmente ou propositalmente com fun¢do de adulterante. Os residuos dessas drogas no
leite apresentam riscos a saude humana, causando um efeito adverso na flora intestinal, podendo
prejudicar sua agdo protetora local, além de fenomenos de resisténcia de estirpes bacterianas e
acao cancerigena (LIU et al, 2017).

Saliente-se que a refrigeracdo e os processamentos realizados nos laticinios ndo sao
capazes de eliminar os possiveis residuos de antibidticos existentes no leite, adquiridos pela
injecdo de medicamentos veterinarios em tratamentos do gado leiteiro, como ja mencionado,
com enorme risco a saude publica (GROOT et al, 2016).

Esses prejuizos devem ser evitados ou amenizados, uma vez que os riscos de satde

associados a ingestao de residuos de antibidtico acima dos limites maximos estdo relacionados



11

a diversos problemas de saude, como por exemplo hipersensibilidades, choque anafilético,
anemia, genotoxicidade, desequilibrio de microbiota intestinal e efeitos colaterais secundarios
de acordo com cada tipo especifico de antibidtico (BEYENE, 2016). Isso representa enorme
preocupacao aos o0rgaos agentes de saude devido ao fato de que o leite € um alimento consumido
por criangas e idosos que compdem uma faixa etaria mais suscetivel aos efeitos nocivos dos

residuos dos mesmos. (JAYALAKSHMI et al, 2017)

3.2.1 Antibidticos comuns no tratamento do gado leiteiro

Os antibioticos sao muito utilizados para o tratamento de doengas infecciosas que
acometem o gado leiteiro. Suas principais classes utilizadas em bovinos em periodo de lacta¢ao
sao os Aminoglicosideos, Beta-lactamicos, Tetraciclinas, Macrolideos, Sulfonamidas e

Quinolonas.

3.2.1.1 Beta-lactamicos

Nos antibioticos da classe dos beta-lactimicos, o anel beta-lactimico atua como
bactericida. Seu principio baseia-se na inibi¢ao da sintese da parede celular bacteriana. Os beta-
lactamicos sao divididos em quatro subclasses: as penicilinas, as cefalosporinas, os carbapenens
e 0s monobactamicos. A tabela 1 mostra os principios ativos mais comuns ao grupo € seus

limites maximos.

Tabela 1 Principios ativos e limites do grupo beta-lactamico

Grupo de antimicrobiano Principio Ativo LMR (pg/L) Padrao
Benzilpenicilina 4 Mercosul
Ampicilina 4 Mercosul
Beta-Lactamico Amoxiciclina 4 Mercosul
Cloxacilina 30 UE
Oxacilina 30 UE
Dicloxaciclina 30 UE

Fonte: FAO 2015.
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3.2.1.2 Tetraciclinas

As tetraciclinas possuem amplo espectro de acdo e baixa toxicidade, caracteristicas que
favorecem o uso indiscriminado desses farmacos fomentando a resisténcia bacteriana a esse

antibidtico. A tabela 2 mostra os principios ativos mais comuns ao grupo € seus limites

mAaximos.
Tabela 2 Principios ativos e limites do grupo tetraciclina
Grupo de antimicrobiano Principio Ativo LMR (pg/L) Padrdo
Ogxitetraciclina 100 Mercosul
Tetraciclinas
Tetraciclinas 100 Mercosul
Clortetracliclina 100 Mercosul

Fonte: FAO 2015.

3.2.1.3 Sulfonamida

A sulfanilamida inibe as reagdes enzimaticas necessarias para a produ¢do do acido
dihidrofélico, que ¢ usado para produzir as bases purinas necessarias para construir o DNA
bacteriano. Na auséncia dessas bases bactéria ndo consegue se multiplicar. A tabela 3 mostra

0s principios ativos mais comuns ao grupo € seus limites maximos.

Tabela 3 Principios ativos e limites do grupo sulfonamida

Grupo de antimicrobiano Principio Ativo LMR (pg/L) Padrdo

Macrolideo Eritromicina 40 Mercosul

Fonte: FAO 2015.
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3.2.1.4 Quinolonas

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo derivadas do &cido nalidixico e seu mecanismo
de acdo ¢ através da inibicdo da replicacgdo do DNA bacteriano, destacando-se as
fluoroquinolonas pois apresentam amplo espectro de agdo contra as bactérias Gram-negativas

e Gram-positivas. A tabela 4 mostra os principios ativos mais comuns ao grupo e seus limites

maximos.
Tabela 4 Principios ativos e limites do grupo quinolona
Grupo de antimicrobiano Principio Ativo LMR (pg/L) Padrio
Sulfonamidas Sulfametazina 100 Mercosul
Sulfametoxina 100 Mercosul
Sulfatiazol 100 Mercosul

Fonte: FAO 2015.

3.3 LIMITES MAXIMOS DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

No Brasil o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) ¢ uma
ferramenta de gerenciamento e controle de risco adotada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e do Abastecimento (MAPA) que tem o objetivo de promover seguranca quimica dos
alimentos de origem animal consumidos pela populacao. A fundamentacao legal do programa
¢ a Instrucdo Normativa SDA N.° 42, de 20 de dezembro de 1999.

Anualmente sdo elaborados planos de amostragem de leite e demais produtos de origem
animal nos estabelecimentos sob Inspecao Federal. Os testes incluem drogas veterinarias
autorizadas e proibidas, agrotdxicos, contaminantes inorganicos, micotoxinas e dioxinas. As
analises sdo realizadas em laboratérios da Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios,
composta por laboratorios oficiais do MAPA e outros laboratorios credenciados.

Com o objetivo de assegurar a saude publica e proteger o consumidor dos efeitos
nocivos associados a contaminagao por residuo nos produtos de origem animal, foram definidos
os Limites Maximos de Residuos (LMR). Nesse sentido, os LMR s3o uma ferramenta de

controle da qualidade e seguranca do leite. (FAO, 2015).
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No Brasil, os LMR permitidos para medicamentos veterindrios sdo estabelecidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Ministério da Satde por meio da
Resolugao RDC n° 53 de 02 de outubro de 2012. (BRASIL, 2012). As normas reguladoras deste
definem o limite estabelecido para o leite. Os LMR sao definidos, portanto, para prevenir que
os residuos entrem na cadeia produtiva do leite. Logo, compete a industria que o recebe realizar
o controle quanto a contaminagao por residuos de antibioticos, seguindo as indicagdes previstas

na legislagao.

3.4 MASTITE

A mastite ¢ uma infeccdo no canal dos tetos, principal doenca do gado, na maioria das
vezes, requer a aplica¢do de antimicrobianos, potencializando a incidéncia de residuos destes
no leite. Isso se deve ao fato que o leite € produzido pela glandula mamaria no processo de
fluxo sanguineo, podendo incorporar residuos de medicamentos submetidos a vaca leiteira, o
que exige um processo de tratamento veterinario criterioso (PEREIRA, 2017).

O leite da vaca em tratamento com medicamento veterinario ndo pode ser utilizado para
fins comerciais ou para consumo durante um periodo de no minimo sete dias, em razao da
quantidade residual de antibidticos ser alta neste interregno (PEREIRA, 2017). Portanto, a
preveng¢do da contaminagdo por residuo de antimicrobiano apresenta-se como a alternativa mais
simples e econdmica e esta ligada diretamente a um rigido controle leiteiro. As principais causas
da presenca de tais residuos incluem: nao seguir diretrizes recomendadas ou a dosagem
recomendada; nao observancia do tempo de caréncia recomendado; administracdo de grandes
doses em um tunico local de inje¢do; uso de equipamentos contaminados com drogas, ou falta
de limpeza adequada do equipamento usado para misturar ou administrar drogas; erros de
dosagem, medicdo ou mistura; permitir que os animais tenham acesso a produtos quimicos
derramados ou alimentos contaminados por medicamento; efeitos do proprio animal, idade,
gravidez, doengas congénitas, doencas, alergias; interagdes quimicas entre drogas; variagdes na
temperatura; contaminagao no ambiente e uso indevido de produtos quimicos agricolas, como
pesticidas (LOPES et al., 2016).

Nao seguir, portanto, essas diretrizes recomendadas, ocasiona inumeros problemas.

Adiciona-se também o fato dos medicamentos veterindrios poderem ser facilmente obtidos em
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estabelecimentos especializados. Isto torna o controle de residuos ainda mais necessario.

(BEYENE et al., 2016).

3.5 RESISTENCIA BACTERIANA

Dentre os efeitos nocivos indiretos de antibidticos, destaca-se a resisténcia bacteriana
que dificulta os tratamentos farmacoterdpicos comuns (BLONDIAUX et al., 2017). Ha,
portanto, o favorecimento da selecdo de microorganismos resistentes. Estes podem prejudicar
os seres humanos através do contato direto ou indireto por meio do consumo de produtos de
origem animal como o leite.

Como as bactérias de origem animal sdo capazes também de colonizar a flora endogena
sobrecarregando os mecanismos de defesa presentes no corpo humano, uma potencial
transferéncia de resisténcia bacteriana nao pode ser desconsiderada. Sendo assim, o uso de
antimicrobiano nos produtos de origem animal estd diretamente relacionado ao
desenvolvimento dessa resisténcia bacteriana em humanos (LANDERS, 2012).

Mesmo a alimentagdo como por exemplo creme de leite, queijo e leite com baixos niveis
profilaticos de antibioticos pode favorecer o desenvolvimento da resisténcia bacteriana a estes
antibioticos, uma vez que, durante a preparacdo ou consumo de alimentos de origem animal,
residuos podem ser encontrados nesses alimentos. Dessa forma, existem relatos do
desenvolvimento de resisténcia bacteriana tais como a Salmonella Campylobacter e a
Staphylococcus em alimentos de origem animal (CHANG et al., 2014).

Outro fator a ser considerado sdo as reagdes imunologicas as drogas. Devido a
hipersensibilidade aos antibidticos definida como uma resposta imunologica mediada por
células no paciente sensivel, os individuos podem chegar a 6bito (APARECIDA et al., 2004).
Os mastocitos (nos tecidos) e os basofilos (no sangue) ligam-se a Imunoglobulina-E um
anticorpo presente no soro sanguineo em baixas concentracoes, fazendo com que haja libertagao
de histamina. Esta provoca sintomas como a vasodilatagdo, a inflamacdo e dificuldades
respiratorias. Logo, se uma reagdo alérgica ndo for tratada com um anti-histaminico, poder4 até
mesmo provocar a morte nas manifestacdes alérgicas mais severas. Assim, a alergia a
antibioticos € restrita a uma reagao fisica a determinadas substancias. Numa pessoa alérgica, o
sistema imunologico identifica erroneamente uma substancia inofensiva como nociva, reagindo

contra ela. Estima-se que cerca de 10% da populagdo mundial seja considerada hipersensivel a
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antibidticos que incluem penicilina. Ja, em animais, a extensao da hipersensibilidade ndo ¢ tao

conhecida (JASON et al., 2017).

3.6 EFEITOS CARCINOGENICO, MUTAGENICO E TERATOGENICOS

O termo carcinogénico refere-se a um efeito produzido por uma substancia com
atividade cancerigena. O prejuizo potencial desses residuos carcinogénicos esté relacionado a
sua interagdo com diversos componentes intracelulares como as proteinas, acidos
desoxirribonucleicos (DNA), acidos ribonucleicos (RNA), glicogénios, fosfolipidios e
glutamina. Por conseguinte, ha um alerta crescente sobre a presenca desses residuos
carcinogénicos no leite (DIK, 2016).

A expressdo mutagénica, por sua vez, ¢ utilizada para descrever agentes quimicos ou
fisicos que causam uma muta¢ao na molécula de DNA ou danos aos componentes genéticos
das células de um organismo. Produtos quimicos, incluindo agentes alcalinizantes e analogos
das bases de DNA demonstraram provocar atividade considerada mutagénica (ANDERSSON,
2014). Por isso, existe uma crescente preocupacdo acerca dos medicamentos que possam
representar risco potencial a populagao devido a produgdo de mutagao genética ou quebra
cromossdmica, uma vez que podem ocorrer efeitos adversos para a fertilidade (FOSTER, 2014).

O vocébulo teratogénico aplica-se a uma droga ou agente quimico que produz um efeito
toxico no embrido ou no feto durante alguma fase critica da gestagdo, resultando em uma ma
formagdo congénita que afeta a estrutura e funcionalidade do organismo. O composto organico
benzimidazol produz esse efeito teratogénico, pois este € toxico ao embrido quando
administrado durante estagio inicial da gravidez devido a atividade anti-helmintica desta droga.
Além da toxicidade embrionaria, incluindo a teratogenicidade, a droga de benzimidazol de

oxfendazol, também apresentou efeito mutagénico (BOOKSTAVER, 2015).

3.7 PERTURBACAO DA FLORA INTESTINAL

As bactérias que vivem no intestino saudavel atuam como uma barreira que o protege
de patogenos externos evitando seu estabelecimento e a proliferacao de doengas. Os antibidticos
apresentam a propriedade de reduzir o nimero total de bactérias da flora intestinal ou matar

seletivamente algumas espécies importantes. Uma ampla exposi¢do a antimicrobianos pode
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afetar uma gama de bactérias da flora intestinal e consequentemente causar perturbacdes

gastrointestinais (BECATTINI, 2016).

3.8 PREJUIZOS NO BENEFICIAMENTO INDUSTRIAL

Os danos causados por residuos de antibidticos nas industrias poderdo vir a ocasionar
falhas no carater tecnolégico a produgdo de determinados tipos de alimentos, causando
transtornos na fermentacdo de bebidas lacteas, iogurtes, queijos, entre outros problemas
(PIECH et al., 2016). Considera-se, portanto, indesejavel a presenca de residuos de
antimicrobianos quanto aos aspectos de producao em razao de sua interferéncia no crescimento
dos cultivos iniciadores durante a elaboragdo de queijos e leites fermentados e outros (FOX et
al., 2017).

A pasteurizagdo e a esterilizagdo nao inativam os antimicrobianos, supostamente
presentes no leite (SILVA et al., 2013). O ponto de fusao da maioria dos antimicrobianos
utilizados ¢ superior a temperatura de 210 °C. A penicilina no leite cru mantém-se ativa mesmo
frente a temperatura de 4 °C, ndo ocorrendo perda da concentragdo inicial de 20 partes por
bilhao (ppb) de ampicilina colocada no leite (SILVA et al., 2013). Pode-se concluir que as
baixas temperaturas nao sao suficientes para desativar os residuos de antimicrobianos.

Diante disso, ¢ declarado inaceitavel a presenca de residuos de antimicrobianos em
relacdo aos aspectos de producgdo, em decorréncia da sua interferéncia no crescimento dos
cultivos iniciadores durante a elaboragdo de queijos e leites fermentados, podendo resultar em
coagulagdo inadequada do leite e maturagdo inapropriada de queijos durante sua producao.
Podendo ocorrer uma mé dessoragem da coalhada, fermentacdo indesejada com producao de
gas indesejado e maturacdo de baixa qualidade, alteracdo de sabor e textura incompativel com

o esperado (FOX et al., 2017).

3.9 FERRAMENTAS DE DETECCAO DE ANTIBIOTICOS

O monitoramento da qualidade do leite feito pelas agéncias reguladoras baseia-se em
métodos analiticos para a deteccdo de residuos de antibioticos. Entre os métodos analiticos
destacam-se a Cromatografia Liquida de Alta Performace — High Performance Liquid

Chromatography (HPLC), Cromatografia Gasosa combinada com espectroscopia de massa —
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Gas Cromatography Mass Spectroscopy (CG-MS). Entretanto, existem desvantagens no uso de
cada um destes, tais como: preparagao complexa ou demorada de amostras, mao-de-obra
altamente qualificada. Isto inviabiliza sua utilizacao pela industria leiteira na fase de recepgao
e triagem do leite (Acar-Soykut et al., 2018).

Diversos tipos de testes qualitativos, semi-quantitativos ou quantitativos podem ser
utilizados para a deteccao de residuos de antibidticos no leite. Os testes qualitativos,
principalmente os imunoenzimaticos ligados a enzimas - Enzime-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), sdo considerados testes de triagem, cuja resposta € positiva ou negativa para
um determinado grupo de antibidticos. (WANG et al., 2012). Estes testes sdo amplamente
utilizados na triagem das empresas que recebem o leite cru das fazendas (TRONCO, 2010).

Normalmente, os testes de antibidticos sdo especificos para uma ou duas classes de
antibioticos. A incidéncia de falsos positivos, sinais de fundo frequentemente altos, grande
nimero de etapas de incubagdo, lavagem necessarias e a dificuldade de ser automatizada,
tornam estes testes inconclusivos sobre a presenga de residuos de antibioticos. Sendo assim, ¢
desejavel que técnicas complementares supram as lacunas deixadas pelas atuais. Técnicas de
controle de qualidade de produtos alimenticios devem fornecer, portanto, resultados rapidos e
confiaveis (Maluf 2012).

Outras metodologias disponiveis incluem detec¢do de fotoluminescéncia,
espectrofotometria, eletroforese capilar e até titulometria. Pelo fato de serem demoradas e
requisitarem pessoal especializado e preparacdo de amostras, nao sdo uteis para analise de

campo.

3.10 ESPECTROSCOPIA OPTICA

A espectroscopia Optica, a qual investiga a interagdo entre a matéria e a radiacao, ¢ usada
para analisar compostos quimicos, identificando quais elementos diferentes compdem a
matéria. Sua finalidade primordial consiste na determinagao dos niveis de energia e transigdes
de espécies atomicas e moleculares. As transi¢des entre os estados energéticos dependem do
valor da energia da radiagdo eletromagnética, originando assim diversos métodos
espectroscopicos. A espectroscopia vibracional divide-se em duas grandes classes de técnicas:
a espectroscopia de absor¢do no infravermelho e a espectroscopia Raman

(SATHYANARAYANA, 2015).
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3.10.1 Técnica de espectroscopia infravermelho

A principio, as restricdes tecnoldgicas impossibilitavam uma utilizacdo mais profunda
da técnica de espectroscopia no infravermelho. Diante disso, os primeiros trabalhos limitavam-
se ao estudo de poucas espécies quimicas. Assim, o infravermelho médio era utilizado
inicialmente na caracterizagdo de bandas de absor¢do de grupos organicos. O estudo
quantitativo utilizando a regido do infravermelho se desenvolveu a partir da década de 70 com
o surgimento de equipamentos Opticos € mecanicos mais precisos € a evolucao da informatica,

abrindo espago para novas aplicagdes (BURNS et al., 2001).

3.10.1.1 Aplicagoes da espectroscopia no infravermelho

A regido espectral do infravermelho esta limitada pelas micro-ondas e pelo visivel, ¢
subdividida em Infravermelho proximo na faixa de 12800 — 4000 cm™, médio na faixa de 4000-
200 cm! e distante 200-10 cm™!. A larga utilizagdo da espectroscopia de infravermelho como
ferramenta analitica deve-se também ao fato de que as andlises ndo geram subprodutos toxicos,
a preparagao de amostras nao ¢ complexa e estas nao sao destruidas no processo atendendo a
demanda de métodos analiticos rapidos e limpos (LARKIN, 2017).

As amostras a serem analisadas podem encontram-se em todos os estados e formas, seja
gasoso, liquido, sélidos, semi-sélido, pasta ou gel. A principal desvantagem técnica do uso do
Infravermelho proximo — Near Infra Red (NIR) deve-se a baixa sensibilidade a constituintes
em baixas concentragdes, apesar de fornecer resultados rapidos (LARKIN, 2017).

Grande parte das aplicacdes do Mid Infra Red (MIR) concentra-se na identificagdo de
compostos organicos. Na faixa espectral conhecida como impressao digital da molécula 1200
a 700 cm’!, pequenas alteracdes na estrutura de uma molécula resultam em mudancas
significativas na distribui¢ao dos picos de absorc¢ao do espectro. Desta maneira a identificagao
de compostos pode ser realizada pela comparacdo do espectro MIR com bancos de dados
existentes (LARKIN, 2017).

Inicialmente, a utilizagdo do infravermelho distante — Far Infra Red (FIR) foi restrita
devido a poucas fontes de emissao disponivel para este tipo de radiacao. Ainda, para essa regiao,
¢ necessaria a utilizagao de filtros de interferéncia para evitar que radiagdes de ordens superiores

atinjam o detector. Com o desenvolvimento dos espectrofotometros por Transformada de
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Fourier, grande parte do problema encontrado nessa regido foi resolvido, tornando a técnica

muito mais acessivel para o desenvolvimento de aplicacdes e pesquisas (EMIL, 2014).

3.10.1.2 Principios da espectroscopia no infravermelho

A energia da radiagdo Infravermelho em geral ¢ insuficiente para gerar transigoes
eletronicas, ja que tal faixa de comprimento de onda ndo possui energia suficiente para tanto
(SKOOG, 2017).

Para que uma molécula possa absorver radiacao Infravermelho, esta precisa sofrer uma
variacdo no momento de dipolo como consequéncia do movimento vibracional ou rotacional.
O momento de dipolo pode ser definido pelo valor da diferenga de carga e da distancia entre
dois centros de carga. Uma molécula ao vibrar sofre uma variag¢ao regular do momento dipolar,
produzindo um campo interativo com o campo elétrico associado a radiagdo infravermelha
incidente. Quando a frequéncia da radiagdo coincide exatamente com a frequéncia vibracional
natural da molécula, ocorre uma transferéncia de energia. Nessas circunstancias, o campo
elétrico alternado da radiagdo pode interagir com a molécula e causar variagdes na amplitude
de seus movimentos (SKOOG, 2017).

E necessaria apenas uma pequena quantidade de energia para causar uma mudanga de
nivel rotacional molecular, da ordem de 100 cm™'. Um gas fornece espectro no infravermelho
normalmente como uma série de linhas igualmente espagadas, isso porque hé varios estados
rotacionais de energia para cada estado vibracional. Em liquidos e so6lidos devido rotagao de
cada molécula estar bastante restrita, as linhas discretas vibracionais/rotacionais originam

bandas vibracionais alargadas (SKOOG, 2017).
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Figura 1: Modos de vibragdo de moléculas diatdmicas e triatdmicas
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Fonte: Recocities, 2018

As vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformagdes axiais (ou de
estiramento) e deformagdes angulares (ou dobramento) e podem ser simétricas e assimétricas.
As vibragOes de estiramento sdo oscilacdes na dire¢do radial aos nucleos, e as deformacdes
angulares envolvem mudancas dos angulos entre o plano que contém a ligagdo ¢ um plano
adotado como referéncia (LARKIN, 2017).

As vibragdes de deformagdo angular sdo caracterizadas pela variagao do angulo entre
duas ligagdes e podem acontecer no plano ou fora do plano da molécula, sdo de quatro tipos:
tesoura (do inglés scissoring), extensao (do inglés rocking), cisalhamento (do inglés wagging)
e tor¢do (do inglés twisting). Além dos tipos de vibragdes citados, interagdes ou acoplamentos
de vibragdes sao permitidos (LARKIN, 2017).

As vibragdes acontecem de forma isolada em uma molécula, e podem ser representadas
por um modelo mecanico simples, capaz de fornecer interpretagdo fenomenologica, conhecido
como oscilador harmoénico. Esta aproximagdo se constitui da vibracdo de duas massas ligadas
entre si por uma mola. As frequéncias fundamentais de quaisquer dois atomos ligados entdo
podem ser calculadas assumindo que a energia segue a Lei de Hooke (SKOOG, 2017).

Em uma molécula as massas representam os atomos e a ligagdo quimica entre eles
representam a mola. Uma perturbagdo de uma das massas ao longo do eixo da mola resulta em
uma vibragdo conhecida como movimento harmdnico simples e a forca restauradora ¢
proporcional ao deslocamento das massas. Sua tendéncia ¢ restaurar as massas para sua posi¢ao

original. A frequéncia (v) de oscilacao ¢ dada pela equagao (1):



22

1 k

v=— [ (1)

2wAl 1
onde v ¢ a freqiiéncia da vibracao (Hz); k ¢ a constante de for¢a da ligagdao (N.m?); 1 € a massa

reduzida dos dois atomos definida pela equacao (Kg):

_ MM ()
K m; +m,

O calculo das frequéncias fundamentais de moléculas diatomicas simples, pode ser
estimado com resultados proximos aos valores médios encontrados para o estiramento de uma
ligacdo entre dois 4tomos que constituem uma molécula poliatdmica.

As limitagdes deste modelo apresentam-se ao tratar moléculas constituidas de muitos
atomos, possuindo um grande nimero de centros de vibragdo, ou moléculas apresentando
interagdes entre varios centros. A variedade de vibragdes possiveis d4 origem a espectros na
regido do infravermelho cuja interpretagdo torna-se dificil (SKOOG, 2017).

Para particulas de dimensdes atobmicas o modelo do oscilador harmoénico falha. Deve-se
entdo langar mao da mecanica quantica que por sua vez o considerou com adaptagdes para
desenvolvimento teorico proprio. Os osciladores mecanico-quanticos possuem energias
discretas apenas, cuja regra de selecdo ¢ uma mudanga de numero quantico de dimensdo da
unidade. Como consequéncia os niveis vibracionais sdo igualmente espagados, uma unica
banda de absorc¢ao deveria ser observada para determinada vibragao molecular. (LARKIN,
2017).

A descrigdo fornecida pelo modelo representa com éxito consideravel o comportamento
das moléculas reais. Descreve a presenca de sobretons, isto ¢, transi¢des observadas no NIR e
bandas de combinagdo (LATMIRAL et al., 2016).

Os sinais do tipo sobreton concentram-se principalmente na regido do infravermelho
proximo e a intensidade dessas transicdes ¢ cerca de 10 a 1.000 vezes menor que as observadas
para transi¢des fundamentais. A teoria quantica, por sua vez, prevé que tais transi¢des seriam

proibidas (SKOOG, 2017).
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3.10.1.3 Espectroscopia de absor¢do por reflexdo total atenuada (ATR)

Uma amostra ¢ capaz de refletir uma radiacao incidente das maneiras: especular, difusa,
interna e total atenuada - Attenuated total reflection (ATR). A reflexdo do tipo ATR é uma
técnica nao destrutiva que permite obter espectros no infravermelho de amostras nos estados
liquidos, sélidos insoluveis, filmes, adesivos, pos, pastas, entre outros (SKOOG, 2017).

Esta técnica tem por principio o fato de que quando um feixe de radiagao passa do cristal
de ATR para a amostra, onde ha diferenca de indices de refragdo, ocorre uma reflexdo. No
entanto esta reflexdo ¢ parcial. Parte dela penetra na amostra e ¢ conhecida como onda
evanescente, conforme esquematizado na Figura 2. A fracao do feixe que ¢ refletida aumenta
de acordo com o aumento do angulo de incidéncia, até o ponto que se atinge determinado angulo

critico (o), ocorrendo neste ponto a reflexdo completa da radiagdo incidente (SILVERSTEIN,

2012).

Figura 2 Representacao esquematica da ATR

ONDA EVANESCENTE AMOSTRA

CRISTAL
RADIACAO

Fonte: O autor 2018

No processo de reflexdo ocorre a atenuagdo do feixe em comprimentos de onda
correspondentes as bandas de absorc¢ao. Pode-se calcular a profundidade de penetragao da onda

evanescente como segue através da equagao (3).

A

2mn, (SenZG)i - (Z_i) 2)1/2 (3)

d, =

Onde: A, comprimento de onda medido em metro; 0, angulo de incidéncia; n,, indice de refragao

do cristal; n, indice de refracdo da amostra.
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A profundidade de penetracao da radiagdo incidente pode variar de uma fragao até varios
comprimentos de onda. Este fator ¢ dependente do comprimento de onda da radiagdo incidente,
dos indices de refracao dos dois materiais e do angulo do feixe incidente em relagao a interface
(LARKIN, 2017).

Os espectros de absorcdo de ATR ndo sdo iguais aos espectros de absor¢do por
transmissao de radiacdo através da amostra, pois as intensidades relativas das bandas nao sao
iguais. Em geral as mesmas bandas sdo encontradas nos dois tipos de espectros, ja que o nimero
de onda de absorcdo de uma molécula ndo esta relacionado ao quanto a radiacdo no
infravermelho penetra nesta (SKOOG, 2017).

Dentre as vantagens da espectroscopia de ATR, a principal € a possibilidade de se obter
espectros de materiais que absorvem fortemente na regido do Infravermelho de maneira rapida,

uma vez que a radiacdo penetra apenas alguns micrémetros na amostra (SKOOG, 2017).

3.10.2 Espectroscopia Raman

O efeito Raman acontece devido ao espalhamento inelastico da luz que incide sobre um
material. O fendmeno recebeu este nome em homenagem ao fisico indiano Chandrasekhara
Venkata Raman que o descobriu experimentalmente em 1928 (GUOZHEN, 2016). A grande
observagao experimental que C. V. Raman fez foi observar uma mudanca da frequéncia da luz
incidente em uma fracao da luz espalhada pela amostra. A mudanga de cor de uma pequena
parte da luz (na faixa do visivel) dependia principalmente da estrutura quimica do material
responsavel pelo espalhamento e independia da frequéncia da luz incidente.

A partir de 1960, com a descoberta e disponibilidade do uso de laser como fonte de
excitacdo, em substituicdo a lampadas de gases nobres, o espalhamento Raman tornou-se uma
técnica amplamente empregada para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia. Diversos tipos
de espectroscopia Raman foram desenvolvidas e aplicadas em diversas areas da ciéncia

(GUOZHEN, 2016).

3.10.2.1 Conceitos fundamentais

O fendmeno de espalhamento em nivel atdbmico e molecular deve ser tratado de um

ponto de vista mais formal pela mecanica quantica. Entretanto, ¢ possivel que o espalhamento
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Raman seja compreendido a partir de uma abordagem macroscopica. O campo elétrico que
interage com os elétrons ao incidir sobre uma molécula provoca alteragdes na sua distribuicao

eletronica. Essas alteracdes sdo devidas a polarizacdo da densidade eletronica, e pode ser
mensurada através de um momento de dipolo induzido (P) medido em coulomb, que pode ser

descrito em fungdo do campo elétrico (E ) da radiagdo incidente visto pela equagdo (4).

el
Il
Kl

=

(4)

onde @ corresponde ao tensor de polarizabilidade molecular € demonstra a tendéncia de
distorcao espacial da nuvem eletronica devido ao campo elétrico da radiacao incidente. Como
exemplo, a componente x do vetor momento de dipolo da equagao anterior ¢ escrita como dado

pela equagdo (5).
P, = ayEx + ayyEy + ay,E, (5)

O momento de dipolo induzido na molécula reproduz o mesmo comportamento
oscilatdério no tempo e no espaco do campo elétrico da radiagdo eletromagnética. Expresso na
equagao 6:

B(t) = Re[P.e"@D)] (6)

Onde o ¢ a frequéncia do movimento oscilatorio, cujo valor ¢ o mesmo da radiagdo incidente.
Ao assumir uma descri¢do harmonica para o momento de dipolo induzido observamos

que a amplitude do momento de dipolo induzido pode ser escrita como abaixo pela equagdo

(7):

Peeql]

(7)

onde e ¢ a carga elementar do elétron e g descreve a quantidade de carga da nuvem

eletronica oscilando.
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Cargas elétricas oscilantes, mesmo na configuragdo de dipolos sdo fontes de emissdo de
radiacdo eletromagnética, cuja intensidade de radiacdo emitida é proporcional a amplitude e

podemos €SCrever:

I o wt|B| (8)

— 2
I = w4|Eo| Zp,a(a))/zma (9)

onde @ corresponde aos elementos do tensor de polarizabilidade.

Pode-se observar que a intensidade da radiagdo espalhada ¢ proporcional a quarta
poténcia da frequéncia de radia¢do espalhada, ao quadrado do campo elétrico da radiagao
incidente e por fim ao quadrado das componentes do tensor de polarizabilidade.

Se as frequéncias da radiagdo espalhada e incidentes sdo iguais o espalhamento descrito
¢ elastico. Porém, ha ainda a possibilidade do espalhamento ser inelastico devido a absor¢des
de parte da energia da luz do laser incidente pelo sistema medido resultar em luz espalhada com
energia menor do que a do laser incidente. Pode acontecer também o caso do sistema medido
estar em um estado excitado e ao interagir com a luz fornecer luz espalhada com energia maior
do que a luz incidente. (GUOZHEN, 2016).

A frequéncia (ou energia) da radiacdao espalhada maior em relagdo a frequéncia da luz
incidente ¢ caracteristica do espalhamento Raman Anti-Stokes. Radiagdo espalhada com
frequéncia (ou energia) menor em relacdo a frequéncia da luz incidente ¢ caracteristica do
espalhamento Raman Stokes. As frequéncias das radiagdes espalhadas anti-Stokes e Stokes sao
simétricas em torno da frequéncia da radiacao incidente (espalhamento elastico), apresentando
a mesma informagao em termos de frequéncia vibracional.

As alteracdes na polarizabilidade causadas pelo movimento vibracional sdo descritas
pelas coordenadas normais de vibragao, Q.

A polarizabilidade depende do deslocamento atdmico Qj e pode ser expandida em série
de Taylor e aproximada para termos de primeira ordem devido a pequena variagdo de Q em

torno da posi¢ao de equilibrio, descrita abaixo pela equagao (10).

_ . [om
@(Q;) = a+ <6_Qj>OQj(t) + - (10)
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Podemos ainda reescrever a expressdo para o momento de dipolo induzido

incorporando-se a dependéncia no tempo e no espago de maneira harmdnica.
. 1 . ,
Q;(t) = Re[Q})e(_“"ft)] = EQJQ [e(_”"it) + e(““jt)] (11)

Onde Q; corresponde a amplitude da coordenada normal e w; € a frequéncia vibracional do

modo j. Para o momento de dipolo podemos entdo escrever:

P(t) = #(Q)E®) (12)
ﬁ(t) = a)E)ORe[e(—iwt)] + %RjQ?EO [Re(e(—i(a)+wj)t)) + Re(e(_i((‘)_wj)t))] (13)

O primeiro termo descreve o espalhamento Rayleigh (elastico), enquanto o
segundo e terceiro termos descrevem o espalhamento anti-Stokes (radiacdo espalhada com
frequéncia w+wj) e Stokes (radiagdao espalhada com frequéncia w-wj). As expressoes para as

intensidades Raman nos regimes Stokes e anti-Stokes, podem entdo ser escritas pela equagao

(14).
T (0 )] ) @3
p,0

(14)

A expressdo acima descreve a dependéncia do espalhamento Raman com o
tensor polarizabilidade Raman, com a intensidade da radiacdo incidente (relacionada a E_O) e
com a frequéncia da radiacdo espalhada w; onde o simbolo + se aplica para o
espalhamento anti-Stokes e o — para o Stokes.

O célculo das intensidades Raman exige uma modelagem adequada através de modelos
quanticos. Podemos ainda utilizar o modelo classico para a polarizabilidade da molécula para
antecipar algumas propriedades do espalhamento Raman. O modelo de Lorentz para a
polarizabilidade molecular, como ¢ conhecido, considera uma forga de restauracao entre o par

elétron-buraco. Apresentando uma dependéncia conforme a equacao (15).
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(C_f(w) = e_Z; (15)

m (wo—w?—ilw)’

onde m, I' ¢ wysdo a massa do elétron, a constante de amortecimento do movimento
oscilatorio e a frequéncia natural do oscilador. Observa-se uma forte dependéncia com a
frequéncia da radiagdo incidente, sendo que quando este valor se aproxima da frequéncia natural
do oscilador, @ atinge seu valor maximo. Este modelo simples descreve uma condi¢do de
ressonancia que pode ser, por exemplo, uma ressonancia com uma transi¢ao eletronica da

molécula (SKOOG, 2017, como demonstra a Figura 3.

Figura 3 Niveis de energia para o espalhamento Raman. A) Espalhamento esléstico. B) Espalhamento Stokes.
C) Espalhamento Anti-Stokes.

""""""""""""""""""""" q;"|
Estados Virtuais
""" N a1 (nitli (et el ety
Energia
Es
E: Estados
3 E, Vibracionais
A) ! B) Q) v 13 Ex

Estados fundamentais

Fonte: O autor 2018 eq 17

3.10.3 Métodos Computacionais

A simula¢ao computacional € uma poderosa ferramenta na caracterizagao dos espectros de

moléculas de antibidtico devido a grande capacidade de produzir espectros e informagdes sobre o
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sistema de interesse. A partir de uma representacdo das coordenadas dos atomos que compdem a

molécula sdo calculadas grandezas fisicas e algumas propriedades do sistema podem ser estimadas.

3.10.3.1 Otimizac¢ao de Geometria

A otimizagdo da geometria de uma molécula consiste na localizagdo do ponto minimo
deuma superficie de energia potencial, isto ¢ a variacao da energia potencial em relagdo a suas
coordenadas. Sao utilizados métodos numéricos que deslocam gradualmente as coordenadas
espaciais com intuito de diminuir a energia, este processo se repete até que um critério de
otimizacdo pré-determinado seja alcangado. Em simulagdo computacional a estrutura otimizada
pretende representar as propriedades e caracteristicas do sistema estudado, neste trabalho as

moléculas de antibidtico. O calculo computacional esta baseado no gradiente da energia do

. ] . , .
sistema (a—s) para cada coordenada espacial dos 4&tomos na molécula (§;).
l

O processo de otimizagdo pode ser de natureza classica ou quantica. A diferenca
principal entre os dois tipos de processo de otimizacdo ¢ de ordem técnica, relativa ao custo
computacional e de ordem tedrica devido ao tipo de sistema que se pretende estudar com
impacto direto na precisao dos céalculos. Uma vez que a forca resultante sobre os atomos ¢
nula a molécula encontra-se em seu ponto minimo de energia na superficie de energia

potencial, sendo este o critério de otimizag¢ao adotado.

3.10.4 Aproximacio de Born-Oppenheimer

Para realizar o calculo diretetamente pela equagdo de Schrodinger para sistemas com
muitos elétrons seria necessario tempo € recursos computacionais imensos. Isto poderia
implicar em problemas impossiveis de ser resolvidos. Para tornar possivel o calculo quantico
para sistemas com dimensoes gigantescas foram desenvolvidas diversas aproximagodes que
objetivam resolver problemas especificos em mecéanica quantica. Uma das primeiras
aproximagdes considera o fato de niicleos possuir uma massa da ordem de 10° vezes maior
que a massa dos elétrons ocasionando que os elétrons se movam muito mais rapido quando

comparados a estes nucleos.



Se considerarmos, sem prejuizo, que os nicleos estdo em repouso o termo de energia
cinética pode ser desprezado, restando apenas um termo de energia potencial de interacao
constante. Os valores obtidos com este calculo quantico serdo aproximados, porém altamente
confiaveis, esta ¢ a chamada aproximagdo de Born-Oppenheimer. Com a aproximagdo de

Born-Oppenheimer o hamiltoniano do sistema de interesse pode ser escrito.

A aproximagdo de Born-Oppenheimer faz com que calculos sejam simplificados no
estudo quantico de sistemas, tais como moléculas, cristais, entre outros. O sistema eletronico
¢ definido completamente pelo némero total de elétrons, N, e pelo potencial externo V~, no

qual os elétrons estao se deslocam.

A densidade eletronica do sistema que ¢ recalculada em cada iteragdo passa a ser definida

pela equagdo (18):
p(r)= ... Y(rl,12, ..., tN )*W¥(rl, 12, ..., tN )drldr2...drN , (18)

onde W(rl, 12, ..., tN ) € a solugdo do estado fundamental do hamiltoniano.

3.10.5 A Teoria do Funcional da Densidade

As bases da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) foram desenvolvida por
Hohenberg e Kohn, seu mérito estd em provar que a energia eletronica do estado
fundamental ¢ determinada pela densidade eletronica do estado. A DFT usa principalmente
a densidade eletronica p(r) afim de obter a solugao da equacao de Schrodinger, obter,
portanto, a solucdo o do estado fundamental y(rN ). A densidade eletronica ¢ definida
como o quadrado da fun¢do de onda podendo ser escrita com apenas trés coordendas
espaciais, independentemente do nimero de elétrons. A densidade eletronica tem o mesmo
numero de variaveis, independentemente do tamanho do sistema, enquanto que a

complexidade da fun¢do de onda aumenta juntamente com o nimero de elétrons.

30

A partir da densidade eletronica pode-se determinar propriedades fisicas de interesse,

como por exemplo o bandgap da estrutura. A cada iteragao uma nova densidade eletronica ¢é

calculada e esta sera tdo precisa quanto o critério de convergéncia adotada para o sistema.

A
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precisdo de cada aproximagdo dependera do tipo de sistema quantico de interesse, da sua

regularidade e do tamanho do sistema.

3.10.5.1 Aproximagdo Hibrida

O nivel de teoria DFT estd fundamentado na obtencao de um funcional capaz de
descrever o sistema quanticos de interesse, na tentativa de obter uma aproximagao precisa
o suficiente os funcionais de troca-correlagdo do tipo hibridos sdo comumente usados.
Nestes funcionais faz-se uso de funcionais GGA de troca e correlagdo que inclui uma
contribui¢do advinda do método de Hartree-Fock. Como exemplo de funcional hibrido
temos o B3LYP, funcional hibrido mais citado no formalismo DFT e utilizado neste

trabalho.

3.11 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

A andlise estatistica multivariada, ou de multiplos parametros, emprega métodos
matematicos e estatisticos para planejar ou selecionar experimentos. O crescimento e
desenvolvimento desta estatistica estdo intimamente relacionados com o da informadtica a partir
de 1970. A velocidade e capacidade de armazenamento dos computadores e novos softwares
permitiram a aquisi¢ao e processamento de uma grande quantidade de informagao de sistemas
amostrais em pouquissimo tempo, como, por exemplo, na aquisicdo de espectros de Ultra-

Violeta/Visivel, de NIR ¢ MIR (VARMUZA, 2016).

A calibragdo multivariada que se sobrep0s a calibragdo univariada, construiu uma ponte
interdisciplinar entre métodos derivados da matematica, estatistica e ciéncia da computacdo. A
utilizacdo da calibragdo multivariada conduziu ao uso analitico com aplicacao industrial direta.
Atualmente a analise estatistica multivariada esta estabelecida como area independente. Dentro
desta estatistica destacamos a analise de componentes principais (PCA) que tem a fungdo de
reduzir a dimensionalidade do espaco de parametros, revelando as varidveis ou combinagdes
de varidveis com caracteristicas inerentes aos dados originais, permitindo a interpretagdo em
termos quimicos ou fisico-quimicos (VARMUZA, 2016).

A aplicacdo do método PCA deveu-se a baixa concentragdo dos farmacos em estudo e

a grande quantidade de varidveis fornecidas pelos espectros medidos. Os espectros obtidos
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foram submetidos a andlise estatistica multivariada através do software Unscrambler® versao
9.2 que pode ser realizada em ambiente Windows (JOLLIFFE & CADIMA 2016).

Desta forma, uma rota¢ao no espaco de parametros foi realizada até que um eixo de
variaveis seja obtido de modo que esta componente seja a mais representativa do sistema, ou
seja, ¢ uma dire¢ao que engloba o maior nimero de parAmetros possivel (variabilidade). A
segunda componente principal (ortogonal a primeira) tem o segundo grau de variabilidade, e
assim por diante. Assim, com a rotagdo, projeta-se o sistema em um novo espago de parametros
(sistema de coordenadas) em que seus eixos principais t€ém as mesmas direcdes de variabilidade
maxima.

O PCA foi projetado a fim de reduzir o nimero de variaveis que descrevem o sistema.
Assim, a primeira componente principal (PC1) engloba um conjunto de variaveis que
consegue caracterizar o sistema estudado. Ela descreve a maior parte da variancia
compreendida na informagao, a segunda (PC2) a segunda maior variancia (LUIZ et al., 2018),

(USP 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

As andlises fisicas foram realizadas no Laboratério de Produtos e Processos (LPP) e no
Laboratorio de Espectroscopia de Materiais (LEM) do Grupo de Engenharia e Espectroscopia
de Materiais (GE2M) do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora. As
analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Analise de Alimentos e Aguas

(LAAA) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora.

4.1 AMOSTRAS DE LEITE

As amostras de leite cru utilizadas neste trabalho foram coletadas de uma vaca nao-
medicada, Girolanda, de uma fazenda na cidade de Juiz de Fora, MG, Brasil. Apds a ordenha,
o leite cru (2L) foi imediatamente armazenado em um ambiente refrigerado a 5 °C por cerca de
1 hora. Uma parte do leite foi utilizada como amostra de leite genuino enquanto a outra parte
foi utilizada para simular a contaminacao por residuos de antibidticos. Em seguida, o leite foi

submetido as analises fisico-quimicas no LAAA.

4.2 ANALISE DAS CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS

Para determinar o ponto de fusdo das amostras de leite utilizou-se o crioscopico
eletronico digital MK 540 Flex da ITR. A densidade foi obtida por meio de um

lactodensimetro Q 15 °C.

As medidas de gordura, proteina, lactose e solidos foram realizadas no equipamento
Lactoscope da Delta Instruments. Todas as solu¢des e indicadores utilizados foram da empresa

O Macalé Ltda produtos para Laticinios.

4.2.1 Acidez

A medida de acidez foi realizada através da coleta de 10 mL de leite, com pipeta

graduada, em um tubo de ensaio e adicdo de 3 a 5 gostas de fenolftaleina a 1%. Em seguida
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foi realizada a titulagdo com auxilio do acidimetro, contendo a solu¢do de Dornic, até ponto
de viragem. Cada 0,1 mL da solugao de Dornic equivale a 1 grau Dornic (°D) (BRASIL, 2011).
O ponto de viragem foi verificado através do indicador de fenolftaleina, onde se obtinha uma
coloracdo levemente résea. Conforme o padrdo determinado pela empresa, com base na
Instrucdo Normativa 62 e na Portaria n° 53, o resultado podia ser expresso em graus Dornic

(°D) e devia estar entre 14 a 18 °D para o leite.

4.2.2 Alizarol

A analise consistia em misturar partes iguais de leite e solucdo alizarina a 0,1%, com
objetivo de estimar o pH da amostra. Na rotina do laboratério adicionou-se 2 mL de amostra
em tubo de ensaio, com auxilio de pipeta graduada, adicionados 2 mL de alizarol 72°GL, com

auxilio de bico de papagaio, e em seguida foi realizada agitacao e leitura.

4.2.3 pH

A leitura do pH foi realizada com auxilio do pHmetro digital. Retirava-se o eletrodo
do pHmetro de dentro de sua solucao de descanso (KCl 3M®) e realizava-se a lavagem com
agua destilada. Em seguida o eletrodo era secado com auxilio de papel, e apds limpo foi
mergulhado na amostra. Aguardava-se entdo a estabilizacdo do pHmetro e realizava-se a

leitura.

4.2.4 Crioscopia

O fundamento da crioscopia ¢ determinar, com exatidao, se houve ou ndo fraude por
adicado de agua ou solidos, através do ponto de congelamento do leite, que se situa
normalmente entre -0,530 °H e -0,550 °H, conforme a Instru¢do Normativa n °62 (BRASIL
2011).

A técnica constituia-se em pipetar 2,5 mL de amostra em um tubo de ensaio, proprio
para crioscopia, aquecer levemente por cerca de 3 segundos em banhomaria e colocar o tubo

com a amostra no aparelho para realizacdo da leitura.
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4.2.5 Densidade

A densidade, o teor de proteina e o teor de gordura foram analisados por testes
individuais. Porém, as analises feitas nos leites provenientes da recep¢do, foram realizadas
com auxilio de um equipamento chamado Ekomilk (Total- CapLab®), a fim de otimizar o
tempo gasto. Esse aparelho determinava os valores de forma muito mais rapida e também

eficaz e havia dois equipamentos no local.

4.3 AMOSTRAS DE ANTIBIOTICOS

Os antimicrobianos utilizados neste estudo foram obtidos do comércio local da cidade
de Juiz de Fora- MG, de lojas especializadas em tratamento de animais. Todas as analises
seguiram padrdo analitico em triplicado e estdo dispostas na tabela 5 abaixo de acordo com a

classe, nome comercial, periodo de caréncia e dosagem por litro.

Tabela 5 Farmacos utilizados como contaminantes

Principio ativo CLASSE NOME COMERCIAL  PERIODO DE LMR
CARENCIA
Benzilpenicilina p-lactdmicos Fortbidtico Além disso 5 dias 4ug/L
L (veterinaria) Superforte®
Benzilpenicilina  B_lactamicos Benzetacil® Nao possui 4ug/L
benzatina
(humano)
Ampicilina B-lactdmicos Ampicillin® Nao possui 4ug/L
(humano)
Oxitetraciclina  Tetraciclina Oxytetracycline® 12 dias 100 pg/ L
(veterinaria)

Fonte: O autor

*Para as preparagdes experimentais foi necessario utilizar a4gua destilada e 4gua deionizada.

4.3.1. Simulando a contaminacio

A maioria dos medicamentos sao constituidos de principio ativo excipiente, portanto, na
analise de dados com PCA, a discriminagao do leite contaminado (ug/L) ¢ dada por meio do

principio ativo, e ndo através do medicamento (principio ativo e excipientes) (LUIZ et al.,
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2018).

Para o simular a contaminacdo de cada amostra foram utilizados os seguintes
parametros: Ampicilina em p6 (250 mg/5Ml); Benzilpenicilina (1.200.000 UI), Estreptomicina
(8,4 g/2.500 mg) de mistura por ampola; Oxitetraciclina (20 g/100 mL). Apds as diluigdes,
foram adicionadas aliquotas individuais das amostras citadas acima no leite reservado para a
contaminagdo (LUIZ et al., 2018). Cada medicamento utilizado (penicilina G, oxitetraciclina e
enrofloxacina) foi primeiramente diluido em agua destilada, parte desta dilui¢ao foi adicionada
no leite genuino, a fim de alcancar a concentra¢do do principio ativo no leite. A Fig. 4 ¢ um
diagrama esquematico de como foram feitas a dilui¢des dos medicamentos usados neste
trabalho. Nela se exemplifica como obter uma concentracao de 1 mg/L (1 ppm) a partir I mL

de medicamento em 100 mL dgua destilada.

Figura 4 Diagrama esquematico da dilui¢do de 1 pL de substancia (antibiotico) em 10 mL de 4gua para alcangar
uma concentragdo de 1 ppm (LUIZ et al., 2018).

1ul
1ul 1ul

C o= o= >

=1 ppm

Fonte: (Adptado)

Os valores equivalentes seguidos pela Legislagdao Brasileira para os antimicrobianos e
seus metabolitos sao os seguintes: 100 pg/L para Oxitetraciclina e 4 ug/L para penicilina G
(MOHARANA, 2015) (PACHECO-SILVA , 2014) (MANGERONA, 2013). As concentragdes
finais da simulag¢do seguem as normas LMR do Codex Alimentarius, a qual determina que, a
concentracdo maxima permitida ¢ de 4 pg/L para Ampicilina e Benzilpenicilina e 100 ug/L para

Oxitetraciclina.
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4.5 ANALISE POR FT-MIR DO LEITE CONTAMINADO

As amostras (antimicrobiano puro, leite genuino e leite contaminado) foram analisadas
em espectrometro BRUKER®, modelo Vertex 70 com acessorio ATR pertencente ao LEM
(Laboratério de Espectroscopia de Materiais) do Departamento de Fisica da UFJF. As
especificagdes utizadas foram: resolugiio de 4 cm’!, janela espectral cobrindo a faixa 4000 a 350
cm’! nimeros de onda, 32 varreduras em volume fixo de antimicrobiano com ATR de diamante.
Os dados coletados foram analisados no software OriginPro® 8 SR2 v.8.0891 (B891) e
Unscrambler® 9.2 versdo 10.3. As medigdes foram realizadas em triplicatas. A Fig. 5 mostra o

acessorio ATR com janela de diamante, utilizado neste trabalho.

Figura 5 Espectrometro BRUKER®, modelo Vertex 70 com acessorio ATR

Fonte: (O autor)

O alto indice de refracdo do elemento ATR ¢ adequado para obten¢do de espectros de
excelente qualidade para a maior parte das substancias, com grau de penetracao da radiagdo na
amostra em torno de 1-2 um. A dureza e a estabilidade quimica do diamante permite a obten¢ao
direta de espectros de materiais também em fase liquida, com bom contato entre a amostra e o

cristal.
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4.6 ANALISE DO LEITE CONTAMINADO POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

As medigdes foram realizadas no equipamento Espectrometro T64000 da Horiba-Jobin
Yvon, equipado com um detector CCD — Charge Coupled Device, dispositivo de carga
acoplada, que recebe liquido criogénico, nitrogénio, para efetuar a detec¢do de fotons a
temperatura de -130 °C. Para excitagcdo das amostras, foi utilizado um laser de argonio (Melles-
Griot), com comprimento de onda de 488 nm. As amostras foram colocadas em laminas e
visualizadas por um microscépio Olympus modelo BX41, com uma objetiva da Olympus
Mplan 50x de aumento com distancia de trabalho de 0,35 mn e N.A. (abertura numérica) de
0,50. Os dados coletados foram analisados no software OriginPro® 8 SR2 v.8.0891 (B891) e
Unscrambler® 9.2 versao 10.3.

As amostras de leite genuino e leite contaminado com antibiotico foram pipetadas
cuidadosamente em uma laminula para evitar a formagao de bolhas e obter uma superficie
homogénea sobre o plano das laminulas (porta-amostras). A distdncia entre a sonda Raman
emissora da luz azul e a superficie da amostra de leite no porta-amostras foi mantida em 10
mm, em todos os experimentos. A sala onde o equipamento se encontra era climatizada a

temperatura de 20 °C.

4.7 SIMULACAO COMPUTACIONAL

As estruturas do estado fundamental de penicilina e ampicilina foram calculadas em fase
gasosa com base na Teoria Funcional de Densidade (DFT) (PARR R & YANG, 1989)
utilizando o funcional hibrido B3LYP (Becke AD, 1988) (Lee C et al., 1988) e utilizando-se
como fungdes base, o conjunto 6- 31 + G (d, p) (Ditchfield R et al., 1971). As geometrias de
sistemas em solugdo foram obtidas usando o Modelo Continuo Polarizavel (PCM) (TOMASI J
et al., 2005).

Os espectros vibracionais (infravermelho e Raman) foram obtidos com base na Teoria
do Funcional da Densidade e usando o pacote computacional GAUSSIAN (FRISCH et al.,
2003). A fim de melhorar os valores de frequéncia, foi utlizado um fator de corre¢do de escala

como preconizado por Alecu et al., 0,9614 (ALECU et al., 2010).
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As intensidades Raman foram encontradas através da equacdo proposta por V.A.
Rassolov et al. (Rassolov et al., 2001). Para cada modo normal, v0, a freqiiéncia de excitagao
do laser foi configurada para 9398,5 cm™!, A constante C foi considerada 10-13. Bi, considerada
um fator de temperatura unitario, responsavel pela contribui¢do dos estados vibracionais

excitados (WYSOKINSKIR et al., 2007).

Em resumo, os calculos computacionais foram obtidos através da utilizacdo de dois

pacotes computacionais ORCA (NEESE F, 2012) e Gaussian 03 (FRISCH et al., 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serdo abordados os resultados encontrados a partir das analises realizadas,
desde a coleta do leite até as medidas de espectroscopia Optica. A vantagem do FT-MIR ¢ que
apresenta maior velocidade e sensibilidade em relacao a um instrumento dispersivo. O sucesso
no emprego da técnica tem sido fortemente impulsionado pelo desenvolvimento de métodos de
andlise de dados especificos, que permitem obter informagdes importantes dos espectros
vibracionais de amostras complexas como de residuos de antibidticos. A espectroscopia Raman
associada a ferramentas quimiométricas e analise estatistica de dados fornece resultados rapidos
sem que haja a necessidade de tratamento das amostras, consolidando-se na literatura cientifica
como uma poderosa ferramenta de controle de qualidade dos alimentos.

Os espectros MIR e os dados de referéncia das amostras foram tratados pelo programa
BRUKER®: OPUS versao 6.5.97 — Programa que permite a aquisi¢ao dos espectros € a sua
visualizagao, aplicando os pré-tratamentos espectrais mais habituais. Os espectros Raman e os
dados de referéncia das amostras foram tratados pelo programa LabSpec® versao 5.93.20 da
HORIBA Scientific® - O LabSpec® ¢ uma ferramenta poderosa para o experimento completo,
desde a configuracao do instrumento e aquisicdo de dados, até rotinas sofisticadas para
processamento e exibicao de espectro e imagem.

Os espectros FT-MIR e Raman foram analizadas no software OriginPro® 8 SR2 versao
8.08914 (B891) e por estatistica multivarada no software Unscrambler® versdo 9.2 com
PLSPLUS/IQ — Programa que permite desenvolver calibragdes de modo a obter os resultados
pretendidos. Permite trabalhar com conjuntos de dados multivaridveis e incorpora os
algoritmos quimiométricos mais comuns. Foi utilizado para aplicar os pré-tratamentos
espectrais, realizar analises de componentes principais (PCA) e calcular regressdes por

minimos quadrados parciais (PLS).

5.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A Tabela 6 apresenta as médias e desvios padrao referente as analises fisico-quimicas

do leite cru e os padrdes preconizados utilizados como referéncia.
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Praticamente todas as amostras obtidas quando comparadas aos valores de referéncia
adotados apresentaram-se dentro dos padrdes oficiais da legislagao vigente, exceto gordura e
proteina, que apresentou um valor inferior. A coleta do leite foi feita em vaca de primeira
ordenha. Assim ¢ possivel que no momento da coleta o tanque onde o leite estava armazenado
ndo tinha sido homogeneizado corretamente, levando a leite com baixo teor de gordura e

proteina.

Tabela 6 Resultado da caracterizagdo fisico-quimica da amostra de leite.

Analises Valores Referéncia
Acidez (17,33+ 0.6) °Dornic (14 to 18) °Dornic
Crioscopia (-0,541+ 0.001) °H (—0.550 to —0.530) °H

Ph a 25°C (6,71 0.01) (6.60 to 6.80)

Densidade (1,0306 = 0.001) g/mL (1.029 to 1.040) g/mL

Proteina (2,67£0.01) % >4.30

Gordura (2,2+0.01) % >3.00
Lactose (4,78+£0.01) % >2.90
Sélidos (9,48 £0.01) % >8.40

1IN 62; "FAO/TCP/KEN/6611.

Fonte:O Autor

Na determinag@o do indice crioscopico, ndo indicou dgua acrescentada ao leite, como
observado na tabela 6, indicando que os valores ainda estavam dentro do ponto de
congelamento maximo do leite aceito pela legislacdo brasileira que ¢ de 0,550 °H(graus
Hortvet) (BRITO et al., 2009).

Nao foi observado nenhum tipo de alteragdo nas amostras em relagdo ao teste de alizarol
75%, possivelmente devido a quantidade de bactérias presentes ndo serem suficientes para
elevarem a acidez do leite, indicando que as amostras estavam dentro dos parametros
estabelecidos pela legislagao (BRASIL, 2002) com relagao a acidez titulavel, densidade e
solidos.

Apesar do valor de gordura de 2,2 g/g (Tabela 6), encontrar-se abaixo do valor minimo

de 3,0 g/g estabelecido pela legislacao (BRASIL, 2011). Em seus experimentos, SALVADOR
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(2008) encontraram valores de 2,6 a 3,0% para os teores de gordura, resultados préximos ao
deste estudo.

Os resultados obtidos para os valores de proteina do estudo (2,96% a 3,32%),
demonstrados na Tabela 6, apresentaram-se de acordo com a IN 62 (BRASIL, 2011) que
estabelece concentragdo minima de 2,9 % desse componente no leite bovino. Evidéncias tém
constatado que fatores sazonais (RIBAS et al., 2004), raciais (VERNEQUE et al., 2005),
nutricionais (BOTARO et al., 2008) e a ocorréncia de mastite (MAZAL et al., 2007)
influenciam os teores de proteina bruta do leite.

Contudo, observa-se que as amostras se encontram dentro do aceitavel no quesito, leite
de boa qualidade, possiveis alteracdes, como a de coleta, transporte € armazenamento nao

impactaram negativamente nas medidas para antibioticos.

5.2 OTIMIZACAO DA ESTRUTURA DE BENZILPENICILINA

A estrutura das moléculas de Benzilpenicilina e Ampicilina fornecem informacgdes sobre
o modo de acdo desses antibidticos, o espectro de vibragdo dessas moléculas fornece a
impressao digital das mesmas permitindo a identificagdo dessas substancias em uma matriz
complexa como o leite. As geometrias das moléculas de penicilina e ampicilina estao

representadas da Figura 6.
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Figura 6: Modelo tedrico computacional dos antibioticos Benzilpeniclina e Ampicilina

(a) Modelo computacional da molécula de Penicilina (b) Modelo computacional da molécula de
Ampicilina

Fonte: O Autor

As moléculas de penicilina e ampicilina foram calculadas na fase gasosa e diluida em
agua, as diferencas na geometria das moléculas nessas duas situagdes estao descritas na Tabela

7.

Como pode ser visto, ambas as estruturas sao muito semelhantes. Além disso, os valores
calculados em solucdo ndo apresentaram alteragdes significativas em relagdo aos valores da
fase gasosa. A principal alteracdo estrutural entre penicilina e ampicilina ¢
o angulo diedral do anel fenilico em relagio a molécula inteira,
varia de 64° a 52°, respectivamente. O anel B-Lactamico caracteristico dos antibioticos desse

grupo apresentou geometria muito semelhante nas duas moléculas.
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Tabela 7 Dados estruturais dos compostos de penicilina e ampicilina. Os célculos tedricos foram obtidos no
nivel de teoria B3LYP /6 - 31 + G (d, p).

Penicilina - gas Ampicilina - gés Penicilina - agua Ampicillin - dgua
R1 anel Cc-C 1.396 1.396 1.398 1.399
C-H 1.086 1.086 1.096 1.086
C-CH: 1.521 1.522 1.519 1.524
Grupo amida C-H 1.094 1.097 1.094 1.096
C-C 1.528 1.546 1.529 1.545
C-0 1.226 1.226 1.233 1.234
C-N 1.375 1.367 1.368 1.358
N-H 1.010 1.016 1.012 1.017
C—N(NH2) - 1.478 - 1.475
N —H(NH>) - 1.016 - 1.016
R2 anel HC-NH 1.427 1.425 1.430 1.427
C-H 1.093 1.094 1.092 1.092
OC-CH 1.552 1.552 1.552 1.553
C-N 1.399 1.398 1.388 1.388
C-S§ 1.838 1.837 1.834 1.835
HC-CH 1.568 1.588 1.566 1.566
N-CH 1.471 1.472 1.476 1.475
R3 anel C-C 1.587 1.588 1.588 1.588
C-C(COOH) 1.528 1.528 1.529 1.529
C—C((CHs)2) 1.539 1.538 1.538 1.538
C-H 1.093 1.093 1.093 1.090
C-S 1.880 1.879 1.883 1.882
C-0 1.208 1.208 1213 1213
C-OH 1.358 1.358 1.346 1.346
O-H 0.973 0.973 0.974 0.974

Fonte: O Autor
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5.3 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO FT-MIR

Nesta secdo serao abordados os resultados referentes as analises realizadas pela
espectroscopia de infravermelho médio. Foram analisados os espectros experimentais para
benzilpenicilina veterindria, benzilpenicilina humana, ampicilina e oxitetraciclina; os
espectros computacionais para benzilpenicilina e ampicilina.

Adicionalmente analisamos uma aliquota de leite puro (sem contaminagao), e
amostras de leite puro adicionadas com agua. Essas amostras compdem o grupo de controle

antes da contaminag¢do por antibidtico realizada no laboratorio.

5.2.1 Espectro FT-MIR leite e leite diluido em agua

A Figura 7 apresenta os espectros experimentais FT-MIR referentes ao leite cru

(sem contaminag¢do) e leite cru adicionado de 1 pL dgua pura em 250 mL de leite.

Figura 7 O espectro em linha continua representa o espectro experimental de leite cru. Em linha tracejada esta
representado o espectro de leite cru diluido em agua.
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Fonte: O Autor
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Os espectros do leite diluido em dgua apresentaram intensidade ligeiramente superior
em algumas faixas ao leite puro, na faixa em torno de 500 cm™' a diferenga observada é muito
maior do que nos outros numeros de onda. desvio médio das intensidades ¢ inferior a 5%,
nenhuma banda de abosorc¢do nova foi observada no leite diluido em dgua em relacdo ao leite
puro. A adultera¢do de 1 pL de 4gua em 250 mL de leite ndo provocou mudanga significativa
no espectro do leite. A analise desses dois espectros ¢ importante, pois, a simulagao de
contaminag¢do ocorreu acrescentando 1 pL de mistura antibiotico + agua em 250 mL de leite
puro.

Estudos anteriores recomendam que algumas regides do MIR sejam suprimidas
durante a analise, pois apresentam ruidos e sinal fraco (PILLONEL et al., 2003), para leite e
derivados observa-se apenas uma banda relativa a molécula de CO,. Neste estudo analisamos
duas regides do MIR, a primeira de 400 a 1.820 cm™ e a segunda de 2.600 a 3.600 cm™.

As contribui¢des dos lipidios ocorrem na regido de 2.800 a 3.000 cm™ (LEFEVRE e
SUBIRADE, 2000), em nosso estudo a atribui¢ao para uma banda de absor¢ao de lipidios se
deu com pico em 2.929 cm™! e banda de absor¢io entre 2.871 e 3.000 cm™!. A segunda banda
de absor¢do de lipidios conhecida pela frequéncia de vibra¢ao do grupo carboxilico de 4cidos
graxos situa-se entre 1.736 e 1.805 cm! (COATES, 2000). Os picos entre as regides da
impressdo digital da molécula de 640 a 1.500 cm™! sdo devido ao dobramento C-H (1.493 cm™
1) e ao estiramento C-O (1.157 a 1.080 cm™). A tentativa de atribuigdo para o dobramento C-

H ocorreu em 1.463 cm! e para o estiramento C-O ocorreu em 1.055 a 1.123 cm™.

5.2.2 Espectro experimental FT-MIR benzilpenicilina

O espectro infravermelho da benzilpenicilina foi coletado para duas versdes do
antibiotico, a primeira ¢ a versao veterinaria e a segunda ¢ a versdo disponivel para consumo
humano. A Figura 8 apresenta os espectros experimentais FT-MIR Benzilpenicilina Al
(veterinaria) pura, Benzilpenicilina diluida em leite (simulacdo de contaminagao),

Benzilpenicilina diluida em agua (adulterada) e leite puro (sem antibiotico).
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Figura 8 Espectros experimentais FT-MIR de Benzilpenicilina Al (veterinaria) pura, Benzilpenicilina diluida
em leite (simulagdo de contaminag@o), Benzilpenicilina diluida em dgua (adulterada) e leite puro.
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A mistura de Benzilpenicilina A1 (veterinaria) e Leite foi realizada na concentragdo de
4ng de antibidtico por litro de leite seguindo os LMR adotados pela Legislagdo Brasileira. O
espectro da Benzilpenicilina A1 apresenta uma banda de absor¢iio com pico em 1751 cm™ que
corresponde ao estiramento da ligagdo C=O do anel betalactamico que caracteriza o grupo dos
antibiodticos B-lactamicos.

O anel aromatico da Benzilpenicilina A1 possui bandas de absor¢ao que correspondem
ao estiramento C=C do anel que ocorrem aos pares em 1600 e 1475 cm™ (DONALD, 2008) a
atribuicdo desse par de estiramentos estd em 1591 e 1485 cm™ respectivamente. O estiramento
=C-H spZocorre em valores maiores que 3.000 cm™ a atribuicio feita para esse estiramento
estd em 3.022 cm! e correspondendo também a um estiramento do anel aromaético. A
Benzilpenicilina A1 diluida em agua apresentou espectro com menor ruido e estiramento =C-

H sp? menos intenso.
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A Benzilpenicilina Al diluida em leite apresentou aumento de intensidade no
estiramento C=0 do Anel Betalactamico. Esse efeito de ampliacao pode ser resultante de um
efeito de conjugacdo durante a mistura com o leite (DONALD, 2008). A banda de absorcao
devido ao estiramento =C-H sp? diminui de intensidade, mesma tendéncia observada com a
diluicao em agua e uma nova banda de absor¢ao apareceu na faixa espectral de 2829 a 2871
cm™,

A Figura 9 apresenta os espectros experimentais FT-MIR Benzilpenicilina A2 (uso

humano) pura, Benzilpenicilina diluida em leite (simulagdo de contaminagdo),

Benzilpenicilina diluida em agua (adulterada) e Leite puro (sem antibidtico).

Figura 9 Espectros experimentais FT-MIR Benzilpenicilina A2 (uso humano) pura, Benzilpenicilina diluida em
leite (simulacdo de contaminacdo), Benzilpenicilina diluida em agua (adulterada) e leite puro.
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A mistura de Benzilpenicilina A2 (uso humano) e Leite foi realizada na concentracao
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de 4pg de antibiotico por litro de leite seguindo os LMR adotados pela Legisla¢ao Brasileira.
O espectro da Benzilpenicilina A2 pura apresenta uma banda de absor¢ao com pico em 1.622
cm’! que corresponde ao estiramento da ligagdo C=0 do anel betalactimico comum a todo o
grupo dos antibioticos B-lactamicos.

A Benzilpenicilina A2 diluida em leite apresentou aumento de intensidade na banda de
absorgo entre 989 e 1.238 cm’!, parte do aumento das intensidades ¢ atribuida aos excipientes

presentes na Benzilpenicilina A2.

5.2.3 Espectro teérico FT-MIR benzilpenicilina

O espectro infravermelho da benzilpenicilina calculado por simulacdo computacional
foi obtido para a Benzilpenicilina no vacuo (fase gasosa) e para a Benzilpenicilina diluida em
agua. A Figura 10 apresenta os espectros tedricos FT-MIR para a Benzilpenicilina na fase

gasosa e para a Benzilpenicilina diluida em agua.



50

Figura 10 Espectros teoéricos FT-MIR para a Benzilpenicilina na fase gasosa e para a Benzilpenicilina diluida

em agua.
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O espectro da Benzilpenicilina simulada com meio aquoso apresentou aumento da
intensidade de sinal IR devido a interagdo com a dgua, o que provoca ligeiro alargamento das
bandas de absorcao, entretanto a localizacdo e largura das bandas de absor¢ao manteve-se nos
mesmo numeros de onda em relagdo a fase gasosa. O estiramento =C-H ocorreu em valores
maiores que 3000 cm’!, a atribuicio feita para esse estiramento estd em 3201 cm™ e
corresponde a um estiramento do anel aromético. O estiramento do grupo amida foi atribuido
em 3112 cm™. Para o grupo carboxilico CO observou-se um estiramento centrado no pico de
1836 cm™. O anel aromatico da Benzilpenicilina apresentou estiramento C-C centrado no pico
de 1530 cm™'. Outros estiramentos, tor¢des e deformacdes assimétricas estdo listadas no Anexo
I deste trabalho.

Quando comparado ao espectro experimental a benilpeniclina teérica obtida via
simulagdo computacional apresentou em linhas gerais o mesmo formato do espectro, bandas
de absor¢do proximas e com larguras semelhantes. A banda de maior discrepancia ocorreu
entre 3200 e 3600 cm™!, onde uma banda de absor¢do nio foi observada no espectro tedrico.

Atribui-se essa diferencga a alguma limitagdo do modelo computacional escolhido, visto que
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em outros espectros experimentais da benzilpenicilina identificamos a presenca dessa mesma

banda de absor¢ao.
5.2.4 Espectro experimental FT-MIR ampicilina

O espectro infravermelho da Ampicilina foi coletado para a Ampicilina pura,
Ampicilina diluida em dgua e Ampicilina diluida em leite (simulacdo de contaminagdo). A

Figura 11 mostra os espectros experimentais obtidos para a Ampicilina.

Figura 11 Espectros FT MIR de Ampicilina Pura, ampicilina diluida em leite, ampicilina diluida em

agua e leite puro.
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No espectro experimental da Ampicilina Pura observamos o estiramento atribuido ao
grupo amida na regido centrada no pico em 3505 cm™', o estiramento C-C do anel aromatico

ocorreu em 1408 cm!, o estiramento NH(NH.) ocorreu com pico centrado em 1566 cm™. O
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estiramento C-O carboxilico ocorreu na regidio centrada no pico em 1678 cm™ e o estiramento
C-O do grupo amida na regido centrada no pico em 1597 cm™..

O espectro experimental da Ampicilina pura apresentou diferenca significativa da
Ampicilina diluida em agua. Tal diferenca ¢ atribuida ao tamanho dos graos da Ampicilina na
fase solida (sem diluicdo) e apds a mistura e homogeneizacdo da primeira aliquota de
antibidtico com agua e na segunda aliquota em leite. O espectro experimental obtido para a
Ampicilina pura também apresentou diferenca do espectro experimental para a mistura de
Ampicilina e Leite, uma diversidade de bandas de absorgdo entre 500 ¢ 1.250 cm™'; bandas
em 1600 e 1780 cm™ foram atenuadas.

Os espectros experimentais para a Ampicilina diluida em agua e para a Ampicilina
diluida em leite apresentaram grande semelhanga, havendo apenas o deslocamento de algumas
bandas de absor¢do. A banda de absor¢do centrada no pico em 1008 cm™ corresponde ao
estiramento C-N do anel f-Lactdmico, essa banda de absor¢ao mostra-se como a mais provavel
para a deteccao de Ampicilina no leite. A grande semelhanga entre os dois espectros pode
indicar uma limitagao da espectrocopia FT-MIR ou ainda uma baixa difusao das moléculas de

Ampicilina no meio aquoso e no leite devido a sua granulagao.

5.2.5 Espectro teorico FT-MIR ampicilina

O espectro infravermelho da Ampicilina calculado por simulacdo computacional foi
obtido para duas situagdes Ampicilina no vacuo (fase gasosa) e para Ampicilina diluida em
agua. A Figura 12 apresenta os espectros tedricos FT-MIR para a Ampicilina na fase gasosa e

para a Ampicilina diluida em agua.
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Figura 12 Espectros tedricos FT-MIR para a Ampicilina na fase gasosa e para a Ampicilina diluida em agua.

1400 T T T T T T T I

. —— Ampicilina IR Calc - Vacuo
1200 - — Ampicilina IR Calc - Agua

1000

800 -

600 -

Absorbancia (u.a)

400 -

AN

T . .
1000 3000 4000

NUmero de onda (cm™)

Fonte: O Autor

O espectro da Ampicilina simulada com meio aquoso apresentou aumento da
intensidade de sinal IR devido a interagdo com a 4dgua, o que provoca ligeiro alargamento das
bandas de absor¢ado, entretanto a localizacao e largura das bandas de absor¢ao manteve-se
praticamente nos mesmos nimeros de onda em relagdo a fase gasosa. A maior discordancia
ocorreu para numeros de onda maiores. O estiramento do grupo amina NH> ocorreu na regido
centrada no pico em 901 cm™, o grupo NH, é uma forte carateristica que diferencia a
Ampicilina de outros antibioticos do grupo dos B-Lactamicos.

O estiramento C-H simétrio do grupo amida foi atribuido em 2985 cm™!, o estiramento
C-C do anel aromético foi atribuido na banda de absorgao centrada no pico de 1491 cm™'. Para
o grupo carboxilico CO observou-se um estiramento centrado no pico de 1682 cm™. O anel
aromatico da Benzilpenicilina apresentou estiramento C-C centrado no pico de 1530 cm™.
Outros estiramentos, tor¢oes ¢ deformacdes assimétricas estdo listadas na Tabela Anexa 1

deste trabalho.
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Quando comparado ao espectro experimental a ampicilina tedrica obtida via simulag¢ao
computacional apresentou-se semelhante em linhas gerais. Na regido entre 500 ¢ 1000 cm!
algumas bandas de absor¢ao obtidas no espectro experimental foram maiores em intensidade
em comparagdo ao espectro obtido via simulacdo computacional. Na regido acima de 3000
cm’! do espectro tedrico foi observado o deslocamento de uma banda de absorgio observada

na regido entre 2800 e 3000 cm™! no espectro experimental.
5.2.6 Espectro experimental FT-MIR oxitetraciclina

O espectro infravermelho da Oxitetracilina foi coletado para a Oxitetracilina pura,
Oxitetracilina diluida em agua e Oxitetracilina. A Figura 13 mostra os espectros experimentais

obtidos para a Oxitetracilina.

Figura 13 Espectros experimentais FT-MIR de oxitetraciclina pura, diluida em leite e diluida em 4gua. Para
comparagdo também foi adcionado um espectrode leite puro.
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O espectro da oxitetrciclina pura apresenta uma banda muito intensa do grupo C=0 na
faixa de 1640 a 1700 cm™ (DONALD, 2008). Neste trabalho a atribuicio dessa banda de
absorcdo foi identificada na faixa de 1579 a 1732 cm™!. Uma banda de absor¢do centrada na
regido do pico em 746 cm™ foi observada e corresponde aos anéis aromaticos orto-
dissubstituidos da oxitetracilcina.

O espectro da oxitetraciclina e do leite puro sdo similares, diferem apenas em
intensidade do sinal, na regido entre 2880 cm™! e 2990 cm™ onde existem duas bandas de

absor¢@o nao observadas no espectro do leite puro.

5.4 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA RAMAN

Nesta secao serdo abordados os resultados referentes as analises realizadas por
Espectrocopia Raman. Foram analisados os espectros experimentais para benzilpenicilina
veterinaria, benzilpenicilina humana, ampicilina e oxitetraciclina; e os espectros
computacionais para benzilpenicilina e ampicilina.

Adicionalmente analisamos uma aliquota de leite puro (sem contaminagao), e
amostras de leite puro adicionadas de dgua, essas amostras compdem o grupo de controle

antes da contaminag@o por antibidtico realizada no laboratorio.

5.4.1 Espectro Raman leite e leite diluido em agua

A Figura 14 apresenta os espectros experimentias Raman referentes ao leite cru (sem

contaminagao) e leite cru adicionado de 1 puL agua pura em 250 mL de leite.
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Figura 14 Espectro Raman de amostras de leite puro e leite diluido com agua
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No espectro Raman para o leite cru sem adulteracao as bandas de absor¢ao que
correspondem ao estiramento simétrico C-H, estiramento do grupo carbonila C=0, o
dobramento CH; e CH3, CH> em fase de tor¢do e o estiramento C-C sdo bastante conhecidos
e ocorrem respectivamente entre 2.900-2.880, 1.747-1.740, 1.470-1.340, 1.305-1.295 ¢
1.132-885 cm™ (STEFANOV, 2010). A Atribui¢do para essas bandas de absor¢do sio as
seguintes: o dobramento CH> e CHj ocorre em 1.345-1.482 cm’!, CH» em fase de tor¢do
1.291-1.308 cm™ ¢ o estiramento entre C-C 980-1.025 cm™.

Na regido abaixo de 900 cm™ existe pouca informac?o na literatura e atribui¢io para
esses picos corresponde a uma vibragio da cadeia C-C-C. Na regido entre 2.650-2800 cm’!

¢ atribuida em compostos organicos a vibracao da ramificagao metila (LAWSON, 1995).
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O espectro do leite adulterado com dgua apresentou ligeiro aumento de intensidade
nas bandas de absor¢do. A localizacdo e formato dos picos permaneceu inalterada em

comparagao ao espectro experimental do leite sem adicao de agua.

5.4.2 Espectro experimental RAMAN benzilpenicilina

O espectro Raman da Benzilpenicilina foi coletado para duas versdes do antibiotico, a
primeira ¢ a versao veterinaria e a segunda ¢ a versao disponivel para consumo humano. A
Figura 15 apresenta os espectros experimentais Raman da Benzilpenicilina A1l (veterindria)
pura, Benzilpenicilina diluida em leite (simulag¢do de contaminag¢do), Benzilpenicilina diluida

em agua (adulterada) e Leite puro (sem antibiotico).

Figura 15 Espectro Raman de amostras de leite puro, Benzilpenicilina pura, Benzilpenicilina com agua e
Benzilpeniclina com leite.
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A mistura de Benzilpenicilina A1 (veterinaria) e leite foi realizada na concentracao de
4ug de antibiotico por litro de leite seguindo os LMR adotados pela Legislacao Brasileira.O
espectro Raman da Benzilpenicilina A1 apresentou intensidades semelhantes em comparagao
ao espectro da Benzilpenicilina A1l diluida em 4gua. Observa-se o estiramento NH do grupo
amida em 3.576 cm™, o estiramento C-C do anel aromatico ocorreu na banda de absor¢do
centrada no pico em 1.444 e 1.557 cm™ o estiramento C-O do anel B-Lactdmico ocorreu na
banda de absorg¢do centrada em 1.762 cm™'. O estiramento C-O do grupo carboxila ocorreu em
1.649 cm™'. O estiramento CH3 ocorreu com uma banda de absor¢io centrada em 2.920 cm’".

O espectro Raman da Benzilpenicilina diluida em leite apresentou grande semelhanga
em relagdo ao espectro da benzilpenicilina diluida em 4gua, algumas bandas de absor¢ao entre
750 e 1.250 cm™! foram atenuadas. Durante a analise estatistica pretende-se determinar se as
vibragdes do anel B-Lactdmico podem ser identificadas no espectro experimental da
Benzilpenicilina, pois essas bandas de absor¢do podem ser indicativo da presenga de
antibioticos da classe dos B-Lactamicos.

A Figura 16 apresenta os espectros experimentais Raman para a Benzilpenicilina A2
(uso humano) pura, Benzilpenicilina diluida em leite (simulacdo de contaminagao),

Benzilpenicilina diluida em agua (adulterada) e Leite puro (sem antibiotico).
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Figura 16 Espectros experimentais Raman para a Benzilpenicilina A2 (uso humano) pura, Benzilpenicilina
diluida em leite (simula¢do de contaminagdo), Benzilpenicilina diluida em agua (adulterada) e Leite puro (sem

antibidtico).
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A mistura de Benzilpenicilina A2 (uso humano) e Leite foi realizada na concentracao
de 4pg de antibiotico por litro de leite seguindo os LMR adotados pela Legisla¢ao Brasileira.
O espectro da Benzilpenicilina A2 pura apresenta uma banda de absor¢do com pico em 1762
cm’! que corresponde ao estiramento da ligagdo C=0 do anel betalactimico comum a todo o
grupo dos antibidticos B-lactamicos. Os espectros da Benzilpenicilina pura apresentaram
intensidades de sinal Raman semelhantes quando comparados com o espectro da
Benzilpenicilina diluida em 4gua.

A Benzilpenicilina A2 diluida em leite apresentou aumento de intensidade na banda de
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absor¢io entre 2.823 e 3.146 cm™'. Esse aumento de intensidade é atribuido a presenca do leite

que possui uma forte banda de absor¢ao nesta regiao.
5.4.3 Espectro teorico Raman benzilpenicilina

O espectro Raman da benzilpenicilina calculado por simulagdo computacional foi
obtido para a Benzilpenicilina no vacuo (fase gasosa) e para a Benzilpenicilina diluida em

agua. A Figura 17 apresenta os espectros tedricos Raman para a Benzilpenicilina na fase

gasosa e para a Benzilpenicilina diluida em agua.

Figura 17 Espectro Raman calculado da benzilpenicilina na fase gasosa e na agua.
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No espectro tedrico da Benzilpenicilina simulada com meio aquoso observa-se o
aumento da intensidade do sinal Raman devido a interacdo com a agua, o que provoca ligeiro
alargamento das bandas de absor¢ao, entretanto a localizagdo e largura das bandas de absor¢ao

manteve-se nos mesmo numeros de onda em relagao a fase gasosa.
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O estiramento N-H do grupo amida ocorreu em 3.636 cm™!, o estiramento C-H do anel
B-Lactimico foi calculado em 3.117 cm™!, o estiramento C=0 do anel B-Lactdmico 1.860 cm"
!, 0 estiramento C-N do anel B-Lactimico foi calculado em 1.094 cm™. O anel aromatico da
Benzilpenicilina apresentou vibragdes caracteristicas em 856 cm™ correspondente ao
estiramento C-H; 1030 cm™ correpondente a deformagio C-Ha, 1.530 e 1.651 cm’!
correspondente ao estiramento C-C, 3191 cm™! correspondente ao estiramento simétrico C-H.
Outros estiramentos, tor¢des ¢ deformagdes assimétricas estdo listadas na Tabela Anexa 1
deste trabalho.

Quando comparado ao espectro experimental a benzilpeniclina teérica obtida via
simulagdo computacional apresentou-se de maneira geral com o mesmo formato do espectro,

bandas de absor¢ao proximas e com larguras semelhantes.

5.4.4 Espectro experimental RAMAN ampicilina

O espectro Raman da Ampicilina foi coletado para a Ampicilina pura, Ampicilina
diluida em agua e Ampicilina diluida em leite (simulagdo de contaminacdo). A Figura 18

mostra espectros experimentais obtidos para a Ampicilina.
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Figura 18 Espectros Raman experimentais de ampicilina pura, de ampicilina diluida em leite, de ampicilina

diluida em agua e de leite puro.
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No espectro experimental da Ampicilina Pura observamos uma banda de absorg¢ao
relativa ao estiramento NH do grupo amida centrada no pico de 3505 cm™'. O estiramento C=0
do anel B-Lactimico foi observado ocorreu em 1.768 cm’'. O estiramento C-C do anel
aromatico da Ampicilina foi observado em 1.491 e 1.404 cm™'. O banda de absor¢io relativa
ao estiramento NH> caracteristico da Ampicilina foi observado centrado no pico em 1.571 cm”
1.

O espectro da Ampicilina diluida em leite apresentou picos e intensidades semelhantes
quando comparado ao espectro do Leite Puro. Observa-se que na regiao entre 500 e 1.500 cm”
' houve a atenuacio de uma série de bandas de absor¢do quando comparamos os espectros da

Ampicilina Pura e da Ampicilina diluida em Leite.
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5.4.5 Espectro teorico Raman ampicilina

O espectro Raman da Ampicilina calculado por simulagdo computacional foi obtido
para duas situagdes Ampicilina no véacuo (fase gasosa) e para Ampicilina diluida em 4agua. A
Figura 19 apresenta os espectros tedricos Raman para a Ampicilina na fase gasosa e para a

Ampicilina diluida em agua.

Figura 19 Espectro Raman calculado de ampicilina em fase gasosa e em vacuo.
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O espectro da Ampicilina simulada com meio aquoso apresentou aumento da
intensidade de sinal Raman devido a interagdo com a agua entretanto a localizagdo e largura

das bandas de absor¢ao manteve-se nos mesmo nimeros de onda em relagdo a fase gasosa. O

1

anel aromatico apresentou vibragdes caracteristicas em 3.2017 cm™ correspondente ao
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estiramento C-H, 3.195 cm™! correspondente ao estiramento simétrico C-H, 1.653, 1.532 ¢
1.183 cm™! correspondente ao estiramento C-C, 767 e 715 cm™! correspondente a deformagio
C-H. O anel B-Lactamico apresentou vibragdes caracteristicas em 905 cm™! correspondente a
deformacio NHa, 1.010 cm™! correspondente ao estiramento C-N, 1.271 cm™! correspondete a
uma deformagdo C-H, 1858 cm™ correspondente ao estiramento C=0. Outros estiramentos,
tor¢oes e deformagdes assimétricas estao listadas na Tabela Anexa 1 no Anexo I deste
trabalho.

Quando comparado ao espectro experimental a ampicilina tedrica obtida via simulag¢ao
computacional apresentou-se semelhante em linhas gerais. Na regido entre 500 ¢ 1000 cm!
algumas bandas de absor¢ao obtidas no espectro experimental foram maiores em intensidade
em comparagdo ao espectro obtido via simulagdo computacional, essa mesma atenuacao foi

observada nos espectros de Ampicilina diluida em dgua e em leite.
5.4.6 Espectro experimental Raman oxitetraciclina
O espectro Raman da Ocxitetracilina foi coletado para a oxitetracilina pura e

oxitetracilina diluida em dgua. A Figura 20 mostra os espectros experimentais obtidos para a

Oxitetracilina.
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Figura 20 Espectros Raman experimentais de oxitetraciclina em leite e leite puro.
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Fonte: O Autor

O espectro da Oxitetraciclina pura apresenta vibragao caracteristica dos anéis ligados
ao radical CONH2 na regifio com pico centrado em 1.317 cm™! correspondente ao estiramento
C-C dos anéis e estiramento C¢0, 1624cm™ correpondente ao estiramento C=0 amida e 1564
cm! e ao estiramento CsO (FILGIEIRAS, 2013). A atribui¢do para essas vibragdes estd em
1329 cm’!, 1.640cm™ e 1.541cm™ respectivamente. O espectro da Oxitetraciclina diluida em
leite e do leite puro sdo similares, diferem apenas em intensidade do sinal e principalmente na

regido entre 2.120 e 2.200 cm’".



66

5.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

5.4.1 Estatistica Multivariada resultados da espectroscopia Raman

Os residuos de antibidticos presentes nas amostras de leite encontravam-se em baixas
concentragdes, 4 ng/L seguindo os LMR. Sendo o leite uma matriz complexa ¢ numerosa a
quantidade de varidveis fornecidas pelos espectros medidos. A atribuicdo de cada uma das
bandas de absor¢do nos espectros experimentas onde ocorreu mistur de leite e antibidtico nao
poderiam ser feitas apenas visualmente. Para atribuir as bandas de vibracao para o leite e para
o antibiotico, diferenciando-as e permitindo a identificacdo do antibidtico na mistura foi
necessario o tratamento estatistico dos dados através do uso da técnica PCA. Para interpretar os
pontos, os lados obtidos foram separados em quadrantes em sentido horario, como apresentado

na Figura 21.

Figura 21 Divisdo em quadrantes da técnica PCA.

4° Quadrante 1° Quadrante

3° Quadrante ’ 2° Quadrante

Fonte: O Autor

Para identificar cada amostra no PCA, foram utilizados as seguintes legendas: Leite
puro (3), Agua diluida em leite (4), Penicilina veterinaria pura — A1 (6), Penicilina veterinaria
diluida em leite (8), Penicilina veterinaria diluida em 4gua (10), Penicilina humana pura — A2
(5), Penicilina humana diluida em leite (7), Penicilina humana diluida em agua (2), Ampicilina
Pura (1), Ampicilina diluida em leite (9), Ampicilina diluida em 4gua (11). As Figuras 22 a 27
representam os graficos dos scores das amostras de leite puro, medicamentos adicionados ao

leite, estes diluidos em agua e drogas puras, estes analisados no equipamento Raman e FT-MIR.
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Figura 228 Grafico de score da analise estatistica (PCA), para valores médios das amostras via espectroscopia
Raman: Leite puro (3), Penicilina veterinaria pura (6), Penicilina humana pura (5), Ampicilina pura (1),
Penicilina veterinaria diluida em agua (10) Penicilina humana diluida em agua (2), Penicilina veterinaria diluida
em leite (8), Ampicilina diluida em leite (9), Leite diluida em agua (4), Penicilina humana diluida em leite (7).

PC2 SCOkeS
4|:||:||:|_ ............. .......................... ............. .............
i [ I
2|:||:||:|_ ......................................................................
[
o E
0 — -
= [
) ®E
i : |10
. . .2 . .
000 — - e
PCY
-2000 -1000 a 1000 2000 3000

PCARamanMilkDru... | X-expl: 57% 38%
Fonte: O Autor

Verifica-se a presenca de dois aglomerados, o primeiro estd no quarto quadrante, PC1
proximo a variavel -1500. As amostras foram separadas como drogas diluidas em leite, leite
puro e leite diluido em agua. Note que neste cluster encontram-se todas as amostras onde a
matriz principal era o leite, enquanto o segundo cluster no segundo quadrante, PC1 proximo da
variavel 1750, sdo as amostras de drogas puras e diluidas em dgua. As amostras foram separadas
em dois grupos independentemente de estarem em sua matriz sélida ou liquida. Perto da
variavel 2500 em PC1 que esta no primeiro quadrante, identificamos Ampicilina pura, podendo
ser um "outlier”, pois € a unica matriz em pd sem que estivesse previamente diluida.

O PCI1 separou as matérias primas em maior concentracao (leite e dgua), mas ndo
conseguiu separar a presenga ou ndo de antibidtico, pois nos dois grupos temos presenca e

auséncia de antibiotico.
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Figura 23 Grafico de score da analise estatistica (PCA), para os valores médios das amostras via espectroscopia
Raman: Leite Puro (3), Penicilina veterinaria pura (6), Penicilina humana pura (5), Penicilina veterinaria diluida
em leite (8), Penicilina humana diluida em leite (7), Ampicilina (1), Ampicilina diluida em leite (9).
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Na PCl, a penicilina humana pura e a penicilina veterinaria pura estdo localizadas no
primeiro quadrante entre as variaveis 1.000 e 2.000 do PC1. Esse comportamento analisado
nessa regido demonstra a proximidade entre as duas drogas, indicando a similaridade na
composi¢ao quimica. Leite genuino (3) e leite com medicamentos formaram um cluster no
terceiro quadrante, entre as variaveis -1.000 e -2.000 do PCI, isso mostra que eles tém
similaridade.

A PCI conseguiu separar os compostos puros (penicilina e ampicilina pura) no lado
direito e leite puro no lado esquerdo, mas nao conseguiu separar o leite puro dos contaminados.

Analisando PC2, encontramos no primeiro quadrante, perto de 2000, as penicilinas
puras, continuando a analise no segundo quadrante, proximo a -2000, temos a ampicilina.
Observamos que estes medicamentos veterinarios apresentam semelhangas em sua composi¢ao,
mas sdo opostos no grafico, isso se deve ao fato de sua forma farmaceutica, onde a ampicilina
possui o seu granulado mais espesso diferente da penicilina que tem em seu p6 um granulado
mais fino. Foi encontrado préximo ao eixo zero do PC2 as amostras de antibidtico de matriz

liquida e distanciamento da origem encontramos os antibidticos da matriz em po.
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Figura 24 Grafico de score da analise estatistica (PCA), para os valores médios das amostras via espectroscopia
Raman: Leite Puro (3), Penicilina veterinaria diluida em leite (8), Penicilina humana diluida em leite (7),
Ampicilina diluida em leite (9).
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Fonte: O Autor

Na PC1 foi discriminada a contaminac¢ao das amostras de leite com medicamentos
liquidos e em pd. Onde Penicilina veterinaria diluida no leite (8) e a ampicilina diluida no leite
(9) que foram contaminados com medicamentos em sua forma po, estdo distantes do leite
genuino (3) em sua forma liquida. Enquanto o leite puro (3) e Penicilina humana diluida em
leite (7), que sdo amostras em sua forma liquida, estavam do lado oposto.

A PC2 conseguiu separar e diferenciar as penicilinas e o leite ndo apresentou grande
influéncia no posicionamento das amostras.

A Figura 25 representa o grafico dos scores das amostras de leite puro, medicamentos
adicionados ao leite, estes diluidos em agua e drogas puras, estes analisados no equipamento

FT- MIR.
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5.4.1 Estatistica Multivariada resultados da espectroscopia FT-MIR

Figura 25 Grafico de score da analise estatistica (PCA), para os valores médios das amostras via espectroscopia
de Infravermelho: Leite puro (3), Penicilina veterinaria pura (6), Penicilina humana pura (5), Ampicilina pura
(1), Penicilina veterinaria diluida em dgua (10) Penicilina humana diluida em agua (2), Penicilina vetreinaria
diluida em leite (8), Ampicilina diluida em leite (9), Leite diluida em dgua (4), Penicilina humana diluida em

leite (7), Ampicilina diluida em agua (11).
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Na Figura 25 observa-se a formagao de dois clusters, no segundo e terceiro quadrante.
No segundo quadrante o cluster localizado referece as amostras de farmacos diluidos em leite
e agua, isto esta relacionado ao fato de que o leite ¢ composto por cerca de 90% de 4gua. No
primeiro quadrante na parte superior a amostra de leite contaminado com ampicilina afastou-se
indicando possiveis outliers, mas esta amostra ¢ ao longo do mesmo PCI1 apresentando
similaridade de acordo com este eixo. Acredita-se que isto ocorreu porque a ampicilina utilizada
esta na forma de pd tendo granulos mais espessos. No segundo cluster localizado no terceiro
quadrante sao representadas as amostras de drogas veterindrias puras.

A Figura 26 representa o grafico score das amostras de leite puro, medicamentos

adicionados ao leite e drogas puras, com valores médios analisados no equipamento FT-MIR.
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Figura 26 Grafico de score da analise estatistica (PCA), para os valores médios das amostras via espectroscopia
de Infravermelho: Leite Puro (3), Penicilina veterinaria pura (6), Penicilina humana pura (5), Ampicilina Pura
(1), Penicilina veterinaria diluida em leite (8), Penicilina humana diluida em Leite (7), Ampicilina diluida em

Leite (9).
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Fonte: O Autor

Observou-se na plotagem dos escores referentes a Figura 26, a formacgdo de dois
clusters, o PCA discriminou as amostras de leite contaminado por medicamentos das amostras
de farmaco puro. No primeiro grupo localizado no segundo quadrante, o PCA discriminou
amostras de leite puro (genuino) de amostras de leite contaminadas com drogas dentro do LMR.
Mesmo em baixas concentragdes de drogas no leite, a discriminagdo neste cluster ¢ clara. No
segundo cluster no terceiro quadrante sao amostras de droga pura. A amostra pura de ampicilina

diluida no leite afastou-se das outras por apresentar seu granulado mais espesso.

A Figura 27 representa o grafico score das amostras de leite genuino e leite contaminado

com os medicamentos, estes analisados no equipamento FT-MIR.
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Figura 9 Grafico de score da analise estatistica (PCA), para os valores médios das amostras via espectroscopia
de Infravermelho: Leite Puro (3), Penicilina veterinaria diluida em leite (8), Penicilina humana diluida em leite
(7), Ampicilina diluida em leite (9).

PC2 SCores
02_ ........................................................................
: : : : : a7 :
81
E|_
b3
i [ I
P
T T T T T T T
08 06 04 0.2 a nz 04

PCAMediatIRLed ... | K-expl: 57% 3%
Fonte: O Autor

Observa-se no grafico na parte referente a PC1, as amostras de penicilina
diluidas ao leite (26 € 27) encontrando-se proximas a regido de 0.2, estas amostras apresentam
um grau de semelhancas. Devido ao fato destas estarem localizadas a distancias bem proximas
a amostra de leite puro na PC1, uma vez que possuem a mesma € menor concentracao de
antibidticos. A amostra de Ampicilina estd a uma distancia maior da amostra de leite puro neste
mesmo componente principal (PC2), no entanto, esta amostra de ampicilina no leite ndo se
parece com as outras amostras, de acordo com sua concentragdo, deve estar mais proximo da
amostra de leite puro, esse comportamento pode indicar que o antibiotico nao tenha sido diluido

integralmente no leite, apesar de a homogenezacao ter sido realizada no aparelho de ultrassom.



73

6 CONCLUSOES

Através dos resultados encontrados nas analises dos espectros dos medicamentos
veterinarios: Penicilina, Ampicilina e Oxitetraciclina diluidas em dgua e acrescidos no leite nas
mesmas concentracdes definidas pelos LMR, foi possivel verificar a presenca de residuos
desses antibidticos. Para definir a presenca desses antibidticos no leite foi necessario o
tratamento estatistico dos espectros, uma vez que a analise visual ndo apresentou de forma clara
as bandas de absor¢ao das moléculas do antibiotico. Devemos salientar que o leite ¢ uma matriz

complexa e as concentracdes utilizadas sdo da ordem de 1 ppm.

As técnicas de espectroscopia utilizadas demonstraram-se rapidas e precisas uma vez
que a partir da coletanea de identidades espectroscopicas dessas moléculas, das ferramentas
quimiométricas e da andlise estatistica foi possivel a identificacdo de residuos de antibidticos
presentes no leite. A abordagem computacional utilizada demonstrou ser uma poderosa
ferramenta para a caracterizacdo das moléculas dos antibioticos estudados, destaca-se que a

partir dos modos vibracionais teoricos foi possivel destacar tons das bandas de absor¢ao.

Verificamos através de simulagdes computacionais que podemos calcular espectros
Raman e de infravermelho e comparar com espectros experimentais para identificar os

grupamentos atdmicos responsaveis pelas vibragdes moleculares de uma dada molécula.

Verificamos também que através da utilizagdo de espectros por espectroscopia Raman
ou Infravermelho Médio por Transformada de Fourier (FT-MIR), podemos separar a
contribuicdo dos diferentes tipos de antibidticos. Estes dados para serem interpretados devem
ser acompanhados por uma estatistica multivariada como, por exemplo, PCA. Nossos
resultados forneceram fortes indicativos que esta metodologia possa ser utilizada futuramente
na identificagdo do tipo e na quantificacdo do antibidtico que possa estar dissolvido em leite

bovino.

Os resultados encontrados neste trabalho, nos encorajam a ampliar os bancos de dados
sobre assinaturas espectroscopicas de antibidticos mais comuns na veterinaria do gado leiteiro.
A utilizagdo de diferentes tipos de leite na simulacdo de contaminag¢do pode ajudar o
entendimento da influéncia desses na mistura. O estudo computacional, que considere os

espectros vibracionais de derivados de penicilina, pode contribuir para o entendimento da agao
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metabolica do animal leiteiro quando exposto ao antibidtico. Como desenvolvimento futuro
pode-se utilizar as ferramentas computacionais para determinar os sobretons das bandas de

absor¢ao de misturas de mais de um tipo de antibiotico.

Espera-se que esta pesquisa contribua para a validagao de um novo método de detecgao,
através dos resultados obtidos por espectroscopia Raman e Infravermelho Médio de
Transformada de Fourier (FT-MIR) juntamente com Analise de Componentes Principais
(PCA), os quais, através da pesquisa, demonstram que esta técnica ¢ capaz de fornecer

resultados rapidos e eficientes para a detecgcao de residuos de antibioticos em leite.
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Tabela Anexa 1 Dados de espectros vibracionais de compostos de penicilina e ampicilina. Os
calculos teoricos foram obtidos no nivel de teoria B3LYP /6 - 31 + G (d, p). Frequéncias
harmoénicas em cm — 1, (Intensidades de infravermelho em KM / Mole) e [Raman scattering

activities in’A4/AMU].
Pen. (Calc.) Pen. (Exp.) Amp. (Calc.)  Amp. (Exp.) Modo. Vib
37509D)[195]  — 3750(90)(199]  — J0OH
- - 3594(8)[56] 3554 oNH (asym.,NH>)
3636(25)[57] 3576 3551(90)[115] 3505 oNH (amide)
- - 3505(4)[98] 3428 oNH (sym.,NH,)
3201(16)[35] 3472 3207(19)[342] 3379 vCH (R1)
3191(19)[86] 3337 3195(28)[61] 3331 vCH (sym., R1)
3129(13)[46] 3265 3129(14)[49] 3198 vCH; (asym.)
3121(20)[104] 3209 3139(14)[53] 3273 vCH3 (asym.)
3117(27)[37] 3175 3109(25)[50] 3161 vCH (R2)
3112(8)[68] 3085 - - vCH; (amide, asym.)
- - 3120(18)[109] 3127 oCHj3 (asym.)
3077(5)[45] 3062 3076(6)[45] 3017 oCH (R3)
3061(16)[112] 3026 3058(9)[57] 2985 vCH (sym.,amide)
304921)[261] 2947 3048(24)[285] 2958 vCHj3 (sym.alt.)
3044(17)[36] 2920 3043(18)[36] 2930 oCHj3 (sym.sim.)
1860(459)[15] 1762 1858(422)[14] 1768 vCO (R2)
1836(284)[12] 1649 1835(287)[12] 1682 vCO (carboxyl)
1755Q267)[13] 1592 1756(296)[20] 1602 »CO (amide)
- - 1667(40)[5] 1571 SNH(NH.)
1651(7)[35] 1557 1633(1)[12] 1491 vCC (R1)
1539(325)[2] 1493 1535(546)[8] 1454 ONH (amide)
1530(388)(1] 1444 1532(54)[0.5] 1404 vCC (R1)
1415(10)[2] 1324 1413(10)[2] 1367 JoopCH3 (sym.)



1409(38)[3]
1331(252)[1]

1277(58)[13]

1250(23)[14]

1216(43)[3]
1202(28)[6]

1141(253)[3]
1103(12)[1]

1094(51)[4]
1030(5)[1]

880(16)[4]
856(5)[16]
849(3)[4]
742(211)[4]
735(48)[1]
620(84)[9]
563(24)[13]
512(38)[2]

1395
1302

1261

1239

1112
1063

1000
1013

1020
978

716
893

837
689
674
590

498
463

1408(36)[3]
1330Q268)[1]
1320(6)[3]
1289(6)[3]
1284(18)[3]

1271(15)[5]

1250(27)[24]

1183(6)[3]
1142(308)

1085(21)[2]
1095(69)[2]

961(60)[6]
900(131)[]
875(7)[4]
851(14)[10]
767(35)[7]
715(98)[1]
620(67)[5]
564(29)[11]
509(17)[4]

1330
1303
1256
1213
1191

1164
1111

1071
1047

985
1010

905
843
797

757
723
689
643

578
497

85

oCH (R3)
J0CH (R2) plus vCN (R3)
J0CH (R3)
J0CH (R2)
J0CH (amide))
ONH
JOCH (R2)
0oopCH (R2)
oCS (R3)
vHC —-NH
vCC (R1)
0OH
oCH (R1)
oHC — NH2
vCN (R2)
O0CH; (assym.,R1)
ONH,
oR2
JoopCH (R1)
vCC(R3)
JoopCH (R1)
SoopCH (R1)
JoopOH
vC—S
JdoopNH + OH, 6CSC(R3)




