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RESUMO

COMPARACAO ENTRE TESTES ECOTESTE E FT-NIR PARA DETECCAO
DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANO VETERINARIO DE CARENCIA ZERO EM
LEITE GENUINO

O objetivo ¢ verificar a presenca de tracos de antibiotico Terramicina e CEF50, este
ultimo de caréncia zero, em amostras de leite cru por meio das seguintes analises: teste de
imunologico e Espectroscopia no Infravermelho Proximo com Transformada de Fourier FT-
NIR com tratamento de dados que ¢ a Analise de Componentes Principais (PCA). As andlises
foram realizadas nos Laboratorios de Produtos e Processos (LPP) e de Espectroscopia de
Materiais (LEM), ambos do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora —
MG. Foram coletadas amostras diretamente de vacas oriundas da fazenda Coronel Pacheco
(MG) Embrapa Gado de Leite houve diferenca nos resultados das amostras de tracos de
antibidticos, a amostra sem caréncia resultou positivo para teste de infravermelho e negativo
para andalise do imunoteste. Com isso ndo se pode afirmar se o residuo encontrado no eco teste
apresenta problemas para o consumo do leite e produgdo de seus derivados, pois este tipo de
teste € qualitativo, com diagnéstico positivo ou negativo. Ja o infravermelho, por sua vez, tem

uma maior sensibilidade, podendo detectar os tracos de antibiotico.

Palavras-chave: Leite, tracos de antibioticos, testes.



ABSTRACT

The objective of the present work is to verify the presence of traces of the antibiotics
Terramycin and CEF50 (no withdrawall period) in raw milk samples through following
analyzes: immunoassay and Fourier Transform Near Infrared Spectroscopy ( FT-NIR) coupled
to Principal Component Analysis (PCA). The analyzes were carried out at the Laboratories of
Products and Processes (LPP) and Materials Spectroscopy (LEM), both of the Department of
Physics of the Federal University of Juiz de Fora — MG. Samples were collected directly from
cows from Coronel Pacheco (MG) Embrapa Milk Cattle farm, there was a difference in the
results of the samples of antibiotic traces, the sample without deficiency was positive for
infrared test and negative for immunotest analysis. Consequently, according to the eco-test it is
not possible to say if the tested milk presents problems for the consumption of milk and the
production of its derivatives, since this type of test is qualitative, with positive or negative
diagnosis. Infrared, on the other hand, has a greater sensitivity, being able to detect the traces

of antibiotic.

Key words: Milk, traces of antibiotics, tests.
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1. INTRODUCAO

A seguranca e a qualidade alimentar tém sido cada mais visadas pela populagao mundial,
especialmente com relagdo a perigos quimicos e microbiologicos presentes nos alimentos. Os
microrganismos patogénicos sdo os agentes mais relacionados a enfermidades veiculadas por
alimentos, no entanto, a presenca de residuos de substancias quimicas também ¢ muito comum
em todo o mundo. Em se tratando de leite, os antibidticos sdo residuos quimicos detectados
com bastante frequéncia em todos os paises. A presenca de residuos de antibidticos no leite
pode causar varios efeitos indesejaveis, como hipersensibilidade, selecdo de cepas bacterianas
resistentes, no ambiente e no consumidor, desequilibrio da flora intestinal e possivel choque
anafilatico em individuos alérgicos a essas substancias, além de efeito outros efeitos
indesejaveis. Além disso, pequenas quantidades de antibioticos determinam resisténcia cronica
de microrganismos presentes no trato intestinal humano. E exigido, no Brasil, pela Instrugio
Normativa IN62 a pesquisa periodica de residuos de antibidticos em leite, que ndo devem conter
tracos que sejam prejudicais ao consumo e a producdo. Foram aprovados e sdo autorizados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, no Brasil vérios kits analiticos
de deteccdo de residuos de antibidticos para o controle da presenca dessas substancias em leite,

utilizando diferentes principios de detec¢do e acao.

Considerando os tragos de antibidticos em leite que podem influenciar negativamente
na saude publica e na industria. Nesse contexto, o presente estudo se propds a contribuir com a
geracdo de conhecimentos na area 4 detectar tragos dessas substancias na produg¢ao leiteira no
Brasil, com antibidticos comuns comercializados com mais frequéncia em 2 métodos de
deteccdo com imuno teste e espectroscopia no infravermelho, avaliando assim a precisao de

cada um.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar uma analise em leite cru visando detectar a presenga de tragos de antibidtico

de Terramicina e CEF 50, este ultimo de caréncia zero.

2.2 Objetivo Especifico

Verificar a presenca de tragos de antibidticos Terramicina e CEF50, este ultimo de
caréncia zero, em amostras de leite cru por meio das seguintes analises: teste de imunoensaio e
Espectroscopia no Infravermelho Préximo com Transformada de Fourier FT-NIR com os dados

avaliados por meio da Anélise de Componentes Principais (PCA).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas do leite e o problema dos tracos de antibioticos

A producao mundial de leite devera aumentar 1,4%, para 831 milhdes de toneladas em
2017, com a produgio devendo expandir na Asia e nas Américas, estagnar na Europa e Africa
e diminuir na Oceania, de acordo com um relatério da Organizagao das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO). No Brasil a producdo de leite vem se tornando crescente a
cada ano, apresentando um crescimento médio de 3,9% entre 2016 e 2017, taxa anual esta

superior ao crescimento médio mundial de 1,4%.

O Brasil possui um potencial produtivo real na produgao de lacteos, com possibilidade
de expansao das exportagdes, no entanto ainda ndo ¢ um grande exportador. Entre 2004 ¢ 2008,
o resultado positivo do comércio de lacteos aponta ganho em competitividade da pecuaria de
leite brasileira e das empresas deste setor. Entretanto, ha restricdes impostas ao comércio dos
produtos brasileiros pelas exigéncias do mercado internacional quanto a qualidade e seguranca
alimentar. Em meio as barreiras do comércio internacional, as técnicas e sanitarias ganham
destaque, cada vez mais utilizadas como instrumento balizador ao comércio de produtos lacteos.

(MEZZADRI 2014).

A cadeia produtiva do leite deve desenvolver agdes para abrir novos mercados, como,
por exemplo, alcangar os padrdes internacionais de qualidade e cumprir as exigéncias dos paises
importadores (Pereira et al., 2009). A presenca de antibioticos em leite t€ém se tornado um
desafio dentre as barreiras sanitarias impostas para a exportagdo dos produtos lacteos. No leite,
esses tipos de tragos de antibidticos representam prejuizos tanto para a exportagdo quanto para
a industria e, principalmente, para a saude do consumidor. Na industria, a presenca de tragos de
antibioticos gera prejuizos para a produgdo de alguns produtos, como leites fermentados e
queijos, com isso as culturas lacteas utilizadas para a fabricacao desses derivados sdo sensiveis
a determinados niveis de antibidticos, o que ocasiona perdas econdmicas consideraveis para a
industria processadora (BRITO, 2005). Com a pasteurizagdo, o tratamento térmico tem pouco
efeito sobre a concentracdo de tragos de antimicrobiano no leite e nao deve ser considerado
como fator de controle desse problema (Santos e Fonseca, 2007), com isso os tracos podem ser

prejudiciais a saide humana, podendo ocorrer reacdes alérgicas ou toxicas em individuos que
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ingerirem esse leite (Brito, 2005). Porém os antibioticos sdo considerados atualmente os
principais responsaveis por tais reagdes, podendo até mesmo desencadear choque anafilético
em individuos especificamente sensiveis (COSTA, 1996). As tetraciclinas (oxitetracilina e
tetraciclina) sdo antimicrobianos bacteriostaticos que atuam inibindo a sintese da proteina
microbiana, sendo ativas tanto contra bactérias Gram negativo quanto Gram positivo. A sintese
proteica ¢ inibida pela ligacao ao ribossomo 30s das bactérias, que impedem o acesso do RNAt
aminoacil ao receptor do complexo RNA ribossomo. Fonseca, Santos e Pereira citados por

Brito, 2005) ressaltam que a matéria-prima devem apresentar nas seguintes caracteristicas:

* Ter qualidade em seus aspectos fisico-quimicos:
» Sabor e odor agradavel;

* Auséncia de agentes patogénicos;

* Reduzida carga microbiana;

* Baixa contagem de células somaticas;

* Auséncia de agentes contaminantes (antimicrobianos, pesticidas, adi¢ao de

agua, sujidades).

Neste sentido, Lavinas e Nabuco (1992) citados por Costa 1996 ressaltam que se trata
de um “direito inquestionavel de todo cidaddo a uma alimentacao de qualidade e em quantidade

suficiente em todas as fases de sua vida”. (p. 67).

De acordo com Oliveira, Fonseca e Germano (1999), em relagdo a satde publica a vaca
¢ um animal considerado como fonte inestimavel de nutrientes a alimenta¢ao do ser humano
devido ao fornecimento do leite, um excelente alimento pelo seu valor nutritivo, como por

exemplo: carboidratos, proteinas, gordura, vitaminas e agua.

O leite e seus derivados, como o queijo e o iogurte, s3o componentes importantes e
indispensaveis para uma dieta equilibrada e nutritiva, se destacando, assim, na nutri¢ao humana,
por ser um alimentos essenciais, especialmente aos recém-nascidos, no caso de estes serem

privados do leite materno por algum motivo. Devido a isto se encontra entre os produtos mais
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importantes da agropecudria brasileira, além de desempenhar um papel relevante na

alimenta¢do e na gera¢dao de empregos e renda para a populagao.

O leite ¢ considerado o mais perfeito alimento da natureza, apresentando uma
composicdo rica em proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos, sais minerais, e,
principalmente, calcio, componentes estes, essenciais aos seres humanos. E produzido na
glandula mamaria da vaca durante a fase de lactagdo a partir de elementos que passam do sangue
para as cé€lulas especializadas da glandula. No entanto, conforme Oliveira; Fonseca e Germano

(1999) o leite sofre alteragdes em sua composi¢do devido a uma série de fatores, entre eles:

e VariagOes climaticas;

e Estagio de lactacao;

e Raga;

e Alimentagao;

e Residuos de antimicrobiano.
e Idade;

e Infecgoes do ubere (glandulas mamarias);

Durante o processo de produgdo de leite podem passar algumas sujidades que afeta a
qualidade do leite e também medicamentos ou drogas veterinarias que foram administrados as
vacas para o controle de alguma doenca. De acordo com Rebhum (2000), a contaminagdo do
leite de consumo por antimicrobianos se origina do tratamento de vacas em lactacdo, quando
esta apresenta: mastite, mamite ou qualquer outra doencga infecciosa. Portanto, sempre que for
preciso medicar ou administrar uma droga a vaca leiteira, deve-se estar alerta ao periodo de
caréncia para que nao haja a possibilidade de aparecimento de tragos de antibioticos no leite no

leite (BRITO, 2000).

A contaminagao no leite se deve, principalmente, as conseqiiéncias do tratamento contra
infecgdes. As infecgdes existentes e persisténcia dos residuos de antimicrobianos no leite

dependem de uma série de variaveis, e dentre elas destacam-se:
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e Tipo e quantidade do antimicrobidtico usado;

e Via de administragao;

e Quantidade da producao de leite no momento do tratamento;
e Estado de saude do animal;

e Tipo de substancia usada na formulagdo do antibiotico e solubilidade.

Segundo esses autores, os produtos apropriados para tratamento se diferem quanto a
formulacao do antimicrobiano. Na lactagdo sdo logo liberados por serem sais soliveis, ou seja,
de acdo rapida. E, para tratamento no periodo seco sdo geralmente sais insoltiveis, ou seja, de
acao longa, para permitir a continua liberagdo do antimicrobiano por varias semanas. Estudos
a base de testes quantitativos determinam o tempo em que o antimicrobiano estd sendo
excretado e, consequentemente, o periodo em que o leite ndo deve ser enviado para consumo
humano (OLIVEIRA,1999). Com isso, acredita-se que para maior seguranca no consumo de
leite de boa qualidade, ¢ necessaria a efetiva fiscalizagdo sanitaria, evitando seu consumo

quando da contaminagao por residuos de antimicrobiano (OLIVEIRA,1999).

Nesse sentido, de acordo com Brito (2006), trata-se de um problema de saude publica
que merece consideracao especial, pois os efeitos toxicos de tragos de antibioticos no leite a
saude humana favorece o desenvolvimento de formas de resisténcia de microrganismos

patogénicos.

Devido a esse motivo, essa ocorréncia tem sido preocupagdo constante de Orgaos
governamentais sanitarios € a grande maioria dos criadores de gado leiteiro (BRITO, 2006).
Assim, o monitoramento frequente de medicamentos, seus derivados metabolicos e o controle
de tracos de antibidtico no leite ¢ de grande importancia a industria de produtos lacteos e
consequentemente o consumidor. Este tltimo incapaz, na maioria das vezes, de perceber se o
leite consumido contém antibidtico, € suscetivel a diversas enfermidades (BRITO, 2006). Neste
sentido, a produgao intensiva de leite de alta qualidade sem tragos de antibidticos reveste-se de
extrema importancia para os produtores, tendo em vista os prejuizos e as penalidades
decorrentes da rejeicao do leite contaminado com valores acima dos niveis de tolerancia. Com

o intuito de evitar tais transtornos se faz necessario a utiliza¢ao recursos apropriados
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comercialmente disponiveis para a deteccao de residuos de antimicrobianos no leite individual
(BRITO, 2006). Deste modo, acredita-se que, considerando a elevada prevaléncia de mastites
e outras enfermidades que acometem o gado leiteiro e o consequente no uso de antibidticos em
vacas torna-se necessaria assegurar a producgdo de leite isenta de tragos desses antimicrobianos
administrados (BRITO, 2006).

A tabela 1 mostra os principais medicamentos veterinarios utilizados com seus
respectivos Limites Maximos de Residuos (LMR), em ng/Kg, permitidos pela legislacao
europeia (Unido Europeia) e os limites de detecg¢ao de alguns testes utilizados para deteccao de

cada antibidticos no leite.

BETA ECO TWIN CHARM | BETASTA SNAP
LACTAMICOS TESTE | SENSOR R
Mg\L Mg\L Mg\L Mg\L Mg\L
Penicilina 4 34 2-3 2-4 2-5
Ampicilina 4 34 3-4 2-3 6
Amoxicilina 4 3-4 3-5 2-3 8
Oxacilina 8 12-18 10-30 5-10 60
Cloxacilina 8 6-8 10-20 5-10 50
Dicloxacilina 8 6-8 10-20 5-10 40
Nafcilina 30 30-50 nao detecta 8-20 130
Cefaquinoma 20 20-30 15-25 <20 40
Cefacetril 100 30-40 20-40 nao detecta 20
Cefalonium 20 3-5 10-20 7-15 -
Cefazolina 50 18-22 20-40 40-60 30
Cefoperazona 50 3-4 1-3 5-8 12
Ceftiofur 100 10-15 40-70 75-150 8
Cefapirina 50 6-8 15-25 5-10 14
Tetraciclina 60 80-100 10-30 50 40
Ocxitetraciclina 70 60-80 50-100 25-50 25
Doxiciclina 40 25-50 ndo detecta | ndo detecta nao
detecta
Clortetraciclina 40 62-75 50-100 25-50 60

Fonte: Anvisa 2009

Tabela 1: Limites maximos de residuos de antibidticos (LMR), em Ng\Kg, permitidos pela legislacao europeia

(unido européia) e os limites de deteccdo de alguns testes\métodos analiticos.
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3.2 Relacao do leite com Antibidticos

O leite produzido e consumido no Brasil nem sempre tem uma qualidade adequada e
desejada, e isso tem um papel fundamental no incentivo a produgao leiteira, pois gera discussdes
e necessidades de se desenvolver novas politicas para tal (Nero et al., 2005). Produzir leite de
alta qualidade deve ser a prioridade para estabelecer um mercado forte para o0 mesmo e seus
derivados, tendo em vista a qualidade dos produtos lacteos depender da qualidade do leite cru
Santos e et al, 2011. A contaminagdo microbiana do leite in natura pode ocorrer por vias por
vias exogenas, com destaque para superficie exterior do ubere e dos tetos, os utensilios e
equipamentos de ordenha, as maos do ordenhador, e as condi¢des de armazenamento do leite,
ou por vias endoégenas, decorrentes de infec¢des de animais, incluindo os processos
inflamatorios da glandula mamaria (Santos e Fonseca, 2007). A qualidade do leite depende de
varios fatores como, por exemplo: higiene do ordenhador, limpeza do local, utensilios e
equipamentos que entram em contato com o produto; uma vez que as condi¢des de produgao,
estocagem e transporte do leite, além dos cuidados na administracio de medicamentos ou
drogas veterinarias, podem influenciar diretamente a qualidade higiénica Denobile et al 2004.
Uma atengdo maior por parte das autoridades, industrias, profissionais envolvidos, produtores
e consumidores de modo geral esta sendo dada atualmente devido a questao da "qualidade e

seguranca" dos alimentos.

Quanto maior a concentragao de s6lidos no leite, maior sera o rendimento dos derivados
lacteos. A composi¢ao média do leite consiste em 87,4% de agua e 12,6% de solidos totais,
sendo 3,9% de gordura, 3,2% de proteina, 4,6% de lactose ¢ 0,90% de minerais e outros sélidos
Ringner, 2008. Leite com alta contagem de células somaticas (CCS) afeta negativamente a
produgdo de leite em po, manteiga e leite UHT, reduzindo a vida de prateleira, e produzindo
sabores indesejaveis. A medida que aumenta CCS do rebanho, maior é a probabilidade de serem
encontrados tracos de antibidtico no leite Spinosa, 2002. O leite produzido, a partir de
elementos que passam do sangue para as células especializadas da glandula mamaria, em
situagdes especificas pode conter tragos de antibidtico ou drogas de uso veterinario. Sao
utilizados medicamentos veterinarios para a profilaxia e tratamento do rebanho leiteiro e devem
ser prescritos por profissionais competentes. Caso ndo sejam respeitadas as indicagdes do
receituario e o periodo de caréncia, podera ocorrer a presenga de residuos no leite (Brito, 1999).
Sao utilizados antibidticos para tratamento de mastite e outras infec¢des em vacas leiteiras Brito

et al 2000, a presenca de residuo de antimicrobiano no leite interfere no processamento de
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muitos produtos lacteos, como queijo e outros produtos fermentados, podendo ocorrer varios

problemas de saude aos consumidores.

3.3 Antibioticos, tracos no leite e controle

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas usadas no combate de microrganismos.
Podem ser inespecificos, aqueles que atuam sobre os microrganismos em geral, patogénicos ou
nao. Os agentes especificos sdo aqueles que atuam sobre os microrganismos responsaveis pelas
doencas infecciosas que acometem os animais; sendo representado pelos quimioterapicos e
antimicrobianos. Os quimioterapicos sdo agentes quimicos sintéticos, exibindo as mesmas

atividades de um antimicrobiano (Spinosa, 2002).

Os antibioticos sdo substancias quimicas produzidas pelo metabolismo de determinadas
bactérias, fungos e actinomicetos. Podem impedir temporaria ou definitivamente as fungdes
vitais de outros microrganismos, em solugdes diluidas, determinando efeitos bacteriostaticos e
bactericidas Brasil, 1999. Medicamentos veterindrios estdo sendo usados em larga escala na
pratica da agricultura moderna e administrados como aditivos alimentares ou através da agua
potavel, a fim de evitar o surto de doengas. A utilizagdo de antimicrobianos em animais sempre
acompanhou o desenvolvimento da pratica médica e veterinaria. Na década de 50, descobriu-
se seu uso como aditivo alimentar objetivando promover o crescimento dos animais com melhor
eficiéncia produtiva. As classes de antimicrobianos mais comumente utilizados em animais de
producdo sdo os B- lactdmicos (penicilinas e cefalosporinas), as tetraciclinas (oxitetraciclina,
tetraciclina e clortetraciclina), os aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina e gentamicina)
os macrolideos (eritromicina) e as sulfonamidas (sulfametazina) (Mitchell et al., 1998). O uso
incorreto de antibiotico na medicina veterinaria pode originar tragos nos alimentos, podendo ter
efeitos toxicos diretos sobre os consumidores, ou podem ainda causar problemas indiretamente
pela indug¢do de cepas de bactérias resistentes. Outra implicagdo importante relacionada a
presenga de residuos refere-se a ocorréncia de problemas tecnologicos nas industrias de
alimentos, especialmente naquelas que utilizam bactérias acido-laticas. De acordo com Brito
2005, o principal problema que normalmente ocorre € a inibi¢ao das culturas lacteas utilizadas

na producao de iogurtes, queijos e outros produtos fermentados, dificultando a produgao dos
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mesmos ou alterando sua qualidade. A formacao de odores desagraddveis na manteiga € no
creme ¢ outra problematica a ser citada. Rapini et al. (2004), ao avaliarem o perfil de
sensibilidade antimicrobiana de 45 cepas de Staphylococcus spp isoladas de dez amostras de
queijo tipo coalho comercializado nas praias nordestinas, encontraram elevado percentual de
resisténcia: 100% para penicilina; 91% para tetraciclina; 75,5% para vancomicina; 71,1% para
gentamicina; 66,7% para oxacilina; 60% para eritromicina; 48,9% para cefalotina e 26,7% para
sulfazotrin. Os autores destacaram a necessidade de medidas de controle no uso indiscriminado
de antimicrobianos. As principais razdes que justificam a preocupagdo com a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite sdo: 1) alguns nitrofuranos e sulfametazina desenvolvem
tumores malignos em animais de laboratorio, existindo potencial para causar o mesmo efeito
no homem. O cloranfenicol pode afetar a medula dssea e causar anemia apléstica em individuos
susceptiveis; 2) alguns consumidores apresentam reagdo alérgica a penicilina, mesmo em
pequenas quantidades; 3) os tracos de antibidtico poderiam selecionar uma resisténcia de
bactérias do ambiente e/ou presentes nos animais, prejudicando futuros tratamentos; 4)
pequenas concentragdes de antimicrobianos podem inibir as espécies de bactérias usadas nos
produtos lacteos fermentados. A atividade dos antimicrobianos nao ¢, geralmente, afetada pela
pasteurizacdo.Portanto, ¢ importante tomar alguns cuidados quando da administracdo de
antimicrobianos as vacas em lactacdo para evitar que o leite com residuos nao seja
comercializado Brito 1997. Devido aos riscos relacionados a saude publica, associados a
presenca de residuos no leite, ¢ recomendado o monitoramento frequente de residuos de
medicamentos € de seus derivados metabolicos no leite, adotando-se, como referéncia, os
limites estabelecidos pelas agéncias internacionais. Historicamente, a principal referéncia
mundial para esse assunto ¢ o Codex Alimentarius 2001 (FAO/WHO) que fornece subsidios
técnicos, serve de referéncia para varios paises do mundo e estabelece que o limite méximo de
residuo de antimicrobiano para o leite ¢ um décimo daquele encontrado em produtos carneos,
pois o leite ¢ alimento essencial para criangas e recém-nascidos Fonseca, 2005. Com o intuito
de avaliar e prevenir esses riscos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
implantou no Brasil, em 2003, o Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em alimentos de origem animal (PAMvet), programa este que visa controlar
residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos. Por ser muito consumido pela populagao,

o leite foi o primeiro alimento a ser pesquisado.
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Foram definidos, também, os seguintes principios ativos a serem pesquisados:
tetraciclinas, beta-lactamicos, sulfas, abamectina, doramectina e ivermectina (MARTIM,
2011).

Testes para sua deteccdo foram desenvolvidos, apos a observacao dos efeitos adversos
ocasionados pelo problema de residuos de antimicrobianos no leite. Um grupo de testes
disponiveis comercialmente ¢ baseado na inibicdo do crescimento bacteriano. As bactérias
utilizadas apresentam alta sensibilidade a penicilina G e sensibilidade para outros
antimicrobianos. Todavia, o periodo para obtengao do resultado pode variar de duas a 24 horas,
dependendo do teste e da espécie de microrganismo utilizado. Existem outros testes rapidos que
apresentam alta sensibilidade e especificidade; contudo, sao designados para grupos especificos
de substancias. Existe um problema adicional, no caso do Brasil, pois como existem diversos
tipos de tratamentos liberados para doencas de bovinos leiteiros, principalmente mastite, isto
implica em aumentar o numero de testes a ser empregado pelas industrias, o que contribui com
aumento do custo, principalmente quando se considera a necessidade de uso de rotina Brito,
2005. E de fundamental importincia monitorar a qualidade do produto, bem como implantar
programas de fiscalizacao da qualidade do leite recebido, no que se refere a presenca de residuos
de antimicrobianos nas industrias de laticinios para evitar perdas econdmicas ¢ danos a saude
do consumidor Denobile e Nascimento, 2004.

O envio de leite para posto de refrigera¢ao ou estabelecimento industrial ndo ¢ permitido
quando oriundo de animais que estejam sendo submetidos a tratamento com drogas e
medicamentos de uso veterindrio em geral, passiveis de eliminagdo pelo leite. Devido a este
fato, estes animais devem ser afastados da produgao pelo periodo recomendado pelo fabricante,
de forma a assegurar que os residuos da droga nao sejam superiores aos niveis fixados em
normas especificas Brasil, 2002.

A Instru¢do Normativa n® 42, publicada em 1999 pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA,1999), estabelece os padrdes legais para cada grupo de
antimicrobiano no Brasil. O Plano Nacional de Controle de Residuos Biologicos em Produtos
de Origem Animal (PNCRB,2008), instituido pelo (MAPA,1999), tem o objetivo de
sistematizar os meios de controle da contaminagao desses produtos por residuos de compostos
usados na agropecuaria, bem como de poluentes ambientais. Os limites legais estabelecidos
referem-se aos valores internacionais que garantem a seguranca do leite para o consumidor
(Brasil, 1999). Os métodos analiticos utilizados no PNCR sdo adotados em funcdo da
disponibilidade de métodos validados, principalmente, aqueles recomendados pelo Comité do

Codex Alimentarius sobre Residuos de Drogas Veterinarias nos Alimentos (CCRVDF).
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M¢étodos de triagem sdo incluidos inicialmente, ndo devendo exigir investimentos em
instrumentos laboratoriais complexos, nem em reagentes ou na capacitacdo de pessoal a
elevados custos. Devem ser eficazes e economicamente viaveis. Estes métodos de triagem
podem ser definidos como métodos de andlises qualitativos, de um remanescente residual de
uma substancia em concentragado igual ou inferior ao LMR.

Um resultado suspeito indica que pode ter sido superado o LMR e devera ser analisada
novamente através de métodos confirmatorios, fornecendo fundamento para ac¢do regulatoria

(BRASIL, 1999).
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3.4 Kits de método rapido para deteccao de antibiotico no leite

Grande parte dos testes disponiveis comercialmente no mercado ¢ qualitativo, sendo,
portanto, classificados como testes de triagem. Os testes de triagem podem ser classificados
como aqueles que permitem com precisdo, indicar se uma substancia estd ou ndo em
concentragdes acima do limite de seguranga (SANTOS, 2011). Existem diversos métodos de
deteccao desses residuos de antimicrobianos disponiveis para serem utilizados pelas industrias
de laticinios, pois a legislagdo determina que essa pesquisa seja feita no leite antes de o mesmo
ser beneficiado. Dentre esses métodos, os de inibicdo microbiana sao amplamente utilizados
por sua praticidade e facilidade de manipulagdo. No entanto, os mesmos ndo devem ser
utilizados como pesquisa rapida, pois demandam cerca de duas a vinte e quatro horas para que

seu resultado possa ser observado (SANTOS, 2011).

3.5 O Método imunoldgico

3.5.1 Especificacoes do Teste

E baseado no principio lateral flow competitivo. O extrato passa por uma zona reagente,
que contém anticorpos especificos conjugados com ouro-coloidal para beta lactamicos e
tetraciclinas. Quando os antimicrobianos beta lactamicos e tetraciclinas estdo presentes na
amostra, eles sdo capturados pelo complexo anticorpo-ouro coloidal. Na zona seguinte,
chamada zona teste (zona teste para beta lactdmicos e zona teste para tetraciclinas), sdo
capturados pela membrana quaisquer anticorpos-ouro coloidal livres que nao reagiram com os
antimicrobianos beta lactamicos e tetraciclinas, permitindo que se concentrem e formem linhas
visiveis na regido teste para beta lactamicos e na regido teste para tetraciclinas. Se o nivel de
beta lactamicos e tetraciclinas na amostra a ser testada estiver abaixo do seu cut-off, um niimero
maior de complexos anticorpo ouro coloidal serdo capturados formando uma linha de coloragao
visivel na regido teste do beta lactamico e na regido teste tetraciclina. As linhas T para beta
lactamicos e para tetraciclinas ndo serdo visiveis se os beta lactamicos e as tetraciclinas

presentes estiverem na concentragao igual ou maior do que o cut-off, o que significa um
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resultado reagente. As linhas de testes coloridas visiveis indicam um resultado nao reagente e

a linha C colorida mostra que o resultado ¢ valido.

3.5.2 Analise de Componentes Principais (PCA)

Uma técnica da estatistica multivariada que consiste em transformar um conjunto de
varidveis originais em outro conjunto de varidveis de mesma dimensdo ¢ a andlise de
componentes principais. Estes componentes apresentam importantes propriedades, cada
componente principal ¢ uma combinagdo linear de todas as varidveis originais, sao
independentes entre si e estimados com o proposito de, em ordem de estimagao, reter 0 maximo
de informacdo, em termos da variagao total contida nos dados. Associa-se a ideia de reducao
de massa de dados, com menor perda possivel da informacdo, a andlise de componentes
principais. Procura-se redistribuir a variacdo observada nos eixos originais de maneira que se
obtenha um conjunto de eixos ortogonais nao correlacionados. Existe a possibilidade de se
utilizar esta técnica para geracdo de indices e agrupamento de individuos. Na analise os
individuos sdao agrupados de acordo com sua variagdo, ou seja, sao agrupados segundo suas
variancias, ou ainda, segundo seu comportamento dentro da populacdo, representado pela
variagdo do conjunto de caracteristicas que define o individuo. A técnica agrupa os individuos
de uma populagdo segundo a variagdo de suas caracteristicas. De acordo com REGAZZI (2000),
as técnicas de analise multivariada podem ser também utilizadas para resolver outros tipos de
problemas em diversas areas do conhecimento, apesar de terem sido desenvolvidas para
resolver problemas especificos, principalmente de Biologia e Psicologia. A técnica mais
conhecida ¢ a andlise de componentes principais, no entanto ¢ importante ter uma visao global
de todas, ou quase todas, as técnicas da estatistica multivariada para que possam ser resolvidos
a maioria dos problemas praticos.

A Analise de Componentes Principais (PCA) ¢ um método no qual sua finalidade basica
¢ a analise dos dados usados visando sua reducao, escolha das formas mais representativas de
dados a partir de combinagdes lineares das variaveis originais e eliminagdo de sobreposi¢des. E
também chamado de Transformada Hotelling, em homenagem a Kari Karhunen, Michel Loéve

[1907-1979] e Harold Hotelling, ou ainda, Transformada Discreta de Karhunen-Loéve (KLT).

Ela transforma variaveis discretas e coeficientes descorrelacionados. Foi derivada por Hotelling

e denominada por ele como Método dos componentes principais. Dentre os métodos estatisticos
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de multiplas variaveis a Analise de Componentes Principais (PCA) ¢ considerado mais simples.
A PCA ¢ considerada a transformagao linear 6tima, dentre as transformadas de imagens, sendo

muito utilizada pela comunidade de reconhecimento de padrdes.

Através da analise de componentes principais (PCA) pode-se identificar a relagao entre
caracteristicas extraidas de dados. E bastante util quando os vetores de caracteristicas tém
muitas dimensdes, quando uma representagao grafica nao € possivel, mas também pode ser util
em dimensdes menores, como mostra a Figura 1. A componente principal ¢ o arranjo que
melhor representa a distribuicdo dos dados (linha vermelha na Figura 1) e a componente

secundaria ¢ perpendicular a componente principal (linha azul na Figura 1).

Figura 1 - Linha vermelha mostra a distribuicdo principal dos dados e a linha azul mostra a componente

secundaria.

Para calcular as componentes principais deve-se seguir os seguintes passos:

e  Obter os dados ou as M amostras de vetores de dimensao #;

e (Calcular a média ou o vetor médio destes dados;

e  Subtrair a média de todos os itens de dados;

e Calcular a matriz de covariancia usando todas as subtragoes. Ela é o resultado
da média do produto de cada subtracdo por ela mesma e terd dimensao nxn;

e Calcular os auto valores e auto vetores da matriz de covariancia.

e Arranjar os a matriz da Transformada de Hotelling (cujas linhas sdo formadas a
partir dos auto vetores da matriz de covariancia arranjados de modo que a primeira
linha, o elemento (0,0), seja o auto vetor correspondente ao maior auto valor, € assim

sucessivamente até que a ultima linha corresponda ao menor autovalor.
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O auto vetor com o maior auto valor associado corresponde a componente principal do
conjunto de dados usado. Isso significa que esse € o relacionamento mais significativo entre as

dimensdes dos dados. Na Figura 1 podemos ver este ponto ilustrado.

Podem entdo ser usadas as componentes principais conforme a maneira que se deseja.
Seja para visualizagdo apenas, para reconhecimento das principais caracteristicas de medidas a
serem usadas ou para aquisicio de imagens de objetos 2D de acordo com o melhor

posicionamento da cadmera.

Matriz de Covariancia

Se tratando de estatistica, existem variadas analises que podem ser feitas sobre um
conjunto de dados, como o desvio padrao, a variancia e a média aritmética. Os dois primeiros
medem o quao afastados estdo os dados em relagdao a média (a variancia € igual ao desvio padrao

ao quadrado).

No entanto, todas essas medidas consideram separadamente cada tipo de dados. Por sua
vez, a covariancia sempre ¢ medida entre duas dimensdes (o célculo da covariancia entre uma
dimensao e ela mesma resulta na variancia). A formula da covariancia para dados de dimensao

2XeD)e:

ShXi-X)- (V-1
(I

cou (X, Y =

Na formula supracitada, X e Y sdo listas de dados, onde X ¢ a primeira e Y € a segunda
dimensdo. Os elementos que se encontram com uma barra sobre eles, X ¢ ¥, sdo as médias das
listas. Xi e Yi s@o cada um dos elementos das listas nas duas dire¢des X e Y, na i-ésima posi¢ao.
A variavel n representa o numero de itens de dados obtidos. Quando se tem os dados
representando uma amostra (que inicia no indice 0), usa-se n-/ no denominador e no somatorio.
Quando se tem os mesmos representando o conjunto total da “populagdo”, utiliza-se
simplesmente n no denominador. Caso os dados tenham mais de duas dimensdes, serd

necessario ter a covariancia entre cada par de dimensdes. Partindo dessa ideia, hd o surgimento
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da matriz de covariancia. Caso sejam utilizadas trés dimensdes (X, y € z), a matriz de covariancia

terd o formato seguinte:

cov(z,z) cov(z,y) cov(r,z)
matrix_cov = cov(y,x) covly,y) coviy, z)

cov(z,x) ecoviz,y) cov(z, z)

A diagonal principal da matriz contém as variancias e as demais posi¢des a correlacao
entre as direcdes. Essa matriz ¢ simétrica e real, de modo que ¢ sempre possivel encontrar um

conjunto de autovetores ortonormais (Anton e Rorres,2004).

A PCA promove uma transformacdo linear nos dados de modo que os resultantes desta
transformagdo tenham suas componentes mais relevantes nas primeiras dimensdes, em €ixos
denominados principais. As figuras abaixo demonstram um conjunto bidimensional e 0 mesmo

conjunto apos a aplicacao da PCA.
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Figura 2 - Conjunto de dados
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Figura 3 - Conjunto de dados apos a PCA.

A matriz de transformagdo utilizada para o calculo da PCA consiste em uma matriz cujas

colunas sdo os autovetores da matriz de covariancia estimada dos dados.

A interpretacdo geométrica dos valores ORDGLQJe VFRUH para a observagdo “1”, num
grafico a duas dimensdes com duas variaveis x1 e x2 ¢ fornecida pela figura abaixo. A reta que
representa um componente principal indica a dire¢ao de maior variabilidade das amostras. Os VFRUHV
sd0 as projegoes das amostras na direcdo dos componentes principais e os ORDGLQJV sao os angulos

entre cada componente principal e cada variavel.

PCA
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Figura 4- Representacdo geométrica do componente principal que indica a direcdo de maior variabilidade das

amostras
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Anadlise dos Componentes Principais (PCA) ¢ um método estatistico linear que encontra
os autovalores e autovetores da matriz de covariancia dos dados e, com esse resultado, pode-se
realizar a redu¢do dimensional dos dados e analisar os padrdes principais de variabilidade
presentes. A PCA ¢ um método exploratério devido ao fato de auxiliar na elaboragdo de
hipoteses gerais a partir dos dados coletados, contrastando com estudos direcionados nos quais
hipoteses prévias sdo testadas. E capaz, também, de separar a informagdo importante da

redundante e aleatoria.

Utiliza-se a PCA ainda em algoritmos de compressao de imagens. Sua caracteristica
basica ¢ a redugao do espago necessario para a representacao da imagem, ja que promove uma
compactagao da energia. Empregando-se a PCA a visualizagdo de diversas variaveis em um

determinado conjunto de dados torna-se mais rapida, objetiva, produtiva e eficiente.

3.6 Método Infra Vermelho Proximo

No ano de 1800, William Herschel, um musico e astronomo de sucesso, redigiu dois
artigos descrevendo o comportamento do espectro da radia¢ao solar em relagdo aos efeitos de
temperatura. Valeu-se de um prisma de vidro para dispersar a luz solar e mediu a temperatura
em cada uma das cores, observando que a medida que se aproximava do vermelho a temperatura
aumentava e, tirando medidas de temperatura apds o vermelho, onde ndo havia luz visivel,
encontrou valores ainda maiores, demonstrando a existéncia de componentes da luz que nao
eram visiveis aos olhos humanos. Entdo essa radiacdo foi denominada de infravermelha

(LOURES, 2013).

Em torno de 1905, o fisico William Weber Coblentz, observou que dois compostos
quimicos diferentes nao apresentavam espectros iguais e identificou certos padrdes no espectro,
possibilitando assim o uso da radiacao infravermelha para obter informagdes estruturais dos
compostos, onde entdo surgiu a espectroscopia como uma nova ferramenta quimica

(OLIVEIRA, 2011).

A espectroscopia ¢ baseada na interacdo das ondas eletromagnéticas em um determinado
comprimento de onda com os constituintes da amostra, o que gera um espectro como resultado

grafico (resposta do equipamento vs. comprimento de onda). Integra o estudo da interacdo da
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radiacdo eletromagnética com a matéria, cujo principal objetivo ¢ determinar os niveis de
energia e transi¢cdes de espécies moleculares e atomicas (OLIVEIRA, 2011). A maioria
esmagadora dos compostos, organicos ou inorganicos, que possuam ligacdes covalentes,
absorvem vérias frequéncias da radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho do
espectro eletromagnético. Regido essa que envolve comprimentos de onda entre aqueles

associados a luz visivel e os associados a micro-ondas (MENDHAM et al., 2002).

Nao obstante sua descoberta ter sido feita ha mais de um século, a espectroscopia no
infravermelho proximo (Near Infrared Spectroscopy-NIRS) € bastante recente, com cerca de 50
artigos escritos sobre o assunto até¢ 1970. Isto se deve a dificil compreensdo dos espectros
gerados nesta regido (de 700 a 2500 nm), que apresentam varios picos fracos e sobrepostos de
sobretons e bandas de combinagdo. No fim dos anos 70, o surgimento da quimiometria, ciéncia
que aplica métodos estatisticos em dados quimicos, permitiu que a complexidade espectral na
regido do infravermelho proximo (Near Infrared-NIR) fosse melhor compreendida e utilizada.
Desde entdo, a técnica comegou a ser aceita € passou a ser uma alternativa como método de
medigao.

Destacam-se dentre as vantagens do método: preservacao, rapidez nas determinagdes (€
analisada uma amostra a cada minuto) e preparagdo minima da amostra, o uso de reagentes
quimicos ¢ dispensado na fase de previsdo e aplicagdo em vasta gama de materiais (pode ser
analisada qualquer molécula que contenha ligagdes NH, CH, OH ou SH). Estes atributos fazem
do método uma alternativa rapida, acessivel e nao poluente e ndo gera residuos. Entretanto, vale
ressaltar que a qualidade dos resultados obtidos por essa técnica depende de métodos de

referéncia aceitaveis e apropriados, por meio dos quais o equipamento NIR ¢ calibrado.

Essa técnica passou a ser aplicada em diversos campos da pesquisa e da industria, tais
como, farmacéutica, cosmética e de polimeros, na industria alimenticia, de combustiveis e
petroliferas, bem como em analises clinicas e ambientais. No entanto, na area agricola foi que
a técnica encontrou maior aplicagdo, e seu intensivo uso principalmente na area de agricultura
de precisdo permitiu o langamento da tecnologia e seu maior desenvolvimento no mercado. A
necessidade progressiva por insumos e produtos de alta qualidade obtidos nos diversos setores
produtivos e industriais, coloca em evidéncia a necessidade do controle de qualidade nos

processos de producao (LOURES, 2013).

Com o desenvolvimento da microeletronica e a popularizacao dos microcomputadores,
em meados dos anos 80, houve um avancgo significativo nas analises instrumentais, o que

favoreceu a aquisicao de um grande nimero de dados relacionados a uma mesma amostra.
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Contudo, a modelagem desses dados tornou-se mais complexa e s6 pode ser solucionada com
a aplicagdo de técnicas quimiométricas, as quais foram fundamentais para a utiliza¢do da
espectroscopia como ferramenta de andlise em aplicagdes qualitativas e quantitativas na

quimica analitica contemporanea (OLIVEIRA, 2011).

A experiéncia no tratamento adequado dos dados gerados por NIRS tem sido
demonstrado no Brasil com muitos grupos em atividade no pais todo, empregando ou
desenvolvendo metodologias quimiométricas e calibragdes aptas para utilizacdo em pesquisas
e analises de rotina. Um exemplo disto tem sido observado na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria — Embrapa, que conta até o presente momento com 26 equipamentos NIR
espalhados por todo o Brasil em varios Centros de Pesquisa, os quais estdo ligados a uma rede
denominada “Rede NIR”, as quais se unem para aprimorar seus conhecimentos nas areas de
espectroscopia e quimiometria com o intuito de criar modelos de calibragao robustos, confiaveis
e multivariaveis para diferentes parametros quimicos e diferentes matrizes, como por exemplo

solos, graos e forrageiras (ALBUQUERQUE 2004).

Apos o advento da Transformada de Fourier, a espectroscopia no infravermelho
apresentou grande avanco como técnica de analise quantitativa para produtos industrializados
e controle de alimentos e medicamentos, o que fez com que o método ficasse mais rapido e
robusto. Existe, portanto, um extenso campo de aplicacdes utilizando as técnicas de
espectroscopia no infravermelho em conjunto com métodos de calibragdo multivariada, com
diversos propdsitos. O aperfeicoamento crescente nos ultimos anos revela o continuo interesse
por métodos analiticos rapidos, ndo destrutivos € nao invasivos € que ndo gerem subprodutos
deletérios ou toxicos (OLIVEIRA, 2011). O instrumento que obtém o espectro de absor¢ao no
infravermelho ¢ chamado de espectrometro de infravermelho ou, simplesmente,
espectrofotometro. Ha dois tipos de espectrometros de infravermelho mais utilizados nos
laboratorios de andlise: instrumentos dispersivos e de Transformada de Fourier. Apesar de
ambos produzirem espectros praticamente idénticos para qualquer composto e oferecerem
espectros em uma faixa comum de 4000 a 400 cm™, os espectrometros de infravermelho de
transformada de Fourier oferecem uma melhor relagdo sinal/ruido para uma dada resolucao,
uma exatiddo de valores de frequéncia muito melhor, rapidez ¢ melhores condi¢des para a

manipulacdo de dados (PAVIA et al., 2012).

Uma técnica analitica muito comum usada em diversas areas do conhecimento ¢ a
espectroscopia no infravermelho (IR). William Norris 1987 detectou primeiramente a regido

espectral do infravermelho em 1800. Ela se situa na faixa de nimeros de onda em torno de
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13.000 cm™ a 10 cm™ do espectro eletromagnético. De acordo com a ISO 20473 o IR pode ser
subdividido em: IR Préximo (13.000 - 3.300 cm™), IR Médio (3.300 - 200 cm™), IR Distante
(200 - 10 cm™). A radiagdo infravermelha, ao incidir sobre uma molécula, excita os modos
rotacionais e vibracionais da mesma. A absor¢ao do IR ocorre quando a frequéncia da radiagao,
multiplicada pela constante de Planck, [1=Av, tem 0o mesmo valor da diferenga de energia entre
dois estados roto-vibracionais, ou seja, 0 processo envolve uma ressonancia entre a diferenga
de niveis de energia da molécula e a radiagdo eletromagnética. Neste trabalho, a técnica
utilizada foi a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR- Near Infrared Spectroscopy). A
NIR tem sido adotada e bem aceita nas induastrias em processos de monitoramento e controle

de qualidade de produtos [Arantes 2011 apud Luiz 2015].

Um astronomo chamado W Herschel, no ano de 1800, demonstrou pioneiramente a
existéncia de radiacao infravermelha. Posteriormente, em 1882, W Abney e ER Festing tiraram
fotos dos Espectros de absor¢ao em 53 compostos e apresentaram correlagdes entre as bandas
de absorcdo e a presenga de alguns grupos quimicos nas moléculas estudadas.
Aproximadamente em 1890, WH Julius investigou o espectro de 20 moléculas organicas
usando a linha do S6dio. Os movimentos vibratérios de moléculas induzem absor¢ao na regido
infravermelha. Estas Bandas de absor¢do tem sido utilizadas para analises quantitativas e
qualitativas de inumeras Moléculas, ¢ a identificagdo e atribuicdo dessas bandas para
informacdes especificas sobre o produto investigado movimentos rotacionais de moléculas
podem ser excitados pela radiacdo infravermelha, dando origem a bandas rotacionais,
geralmente superpostos as bandas de vibragdo. Eles podem ser observados com espectrometros

de alta resolucdo e para moléculas gasosas que exibem bandas estreitas (DUFOUR,20009).

No que diz respeito aos componentes alimentares, tais como triacilglicerideos e
proteinas, a cadeia de dcidos graxos ¢é responsavel principalmente pela absor¢ao observada entre
3000 ¢ 2800 cm ', enquanto o C-NH ¢ o principal responsavel para a absor¢io entre 1700 e
1500 cm ~'. A maioria das bandas de absorgdo estd na regiio MIR, mas ndo na regido NIR,
foram identificadas e atribuidas a grupos quimicos. A ligagdo de éster de triacilglicerois C-O
(1175 cm ™), grupo C=0 (1750 cm ) e cadeia acil C-H (3000-2800 cm ') sdo comumente
utilizados para determinar gorduras. O processo pelo qual se estabelece a relagdo matematica
entre os valores fornecidos por um instrumento ou sistema de medi¢do e aqueles conhecidos
pela medida material objeto de estabilidade ¢ a calibragdo. A expressdo matematica relacionada
a respostas analiticas ou sinais para concentra¢des ¢ conhecida como a equagdo de calibracao

(Unemera ef al. 1980; Casal and Mantsch, 1984; Mendelsohn and Mantsch, 1986). A maior
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parte das técnicas analiticas usa uma linha reta para calibracdo (calibracdo univariada).
Entretanto, um modelo de calibracdo linear s6 pode ser util para fins de quantificag@o se o sinal
analitico depender exclusivamente da concentragdo do analito especifico para o qual o modelo
foi desenvolvido. Essa dependéncia exclusiva ¢ a exce¢do na andlise de amostras complexas
por técnicas espectroscopicas, como espectroscopias de infravermelho e infravermelho
proximo (NIR). Sao utilizadas medicdes espectroscopicas para estabelecer uma relacao linear
entre uma absorvancia (ou seja, o logaritmo inverso da transmissdo) ou aparente absorvéncia
concentragdo via um lei Beer-Lambert (Dufour,2009 ). Os modelos de calibragdo para essas
técnicas sdo geralmente construidos por regressdo de minimos quadrados (LSR) da absorvéncia
(ou aparente absorvéncia) para um conjunto de padrdes contra as suas concentragoes.

A espectroscopia infravermelha ¢ uma técnica que permite detectar vibragdes dos
atomos de uma molécula (e também seus harmonicos) quando a amostra absorve a energia no
espectro infravermelho. Quando hé ressonancia entre a energia dos modos de vibragdo e a
energia infravermelha incidente ocorrem os picos de absor¢do correspondes a freqiiéncia de
vibragao de uma parte da molécula (Stuart, 1997). Na regiao IR, varias vibracdes moleculares
fundamentais, incluindo as de C-H, O-H, N- H, C O e outros grupos funcionais podem ser

detectados (Weyer, 1985; Murray e Williams, 2001).

Quando um alimento ¢ irradiado com luz NIR, por exemplo, ele absorve a luz com
frequéncias que combinam as vibragdes caracteristicas de grupos funcionais especificos,
enquanto que a luz de outras frequéncias sera transmitida ou refletida (Foley et al., 1998). Desse
modo, os componentes bioquimicos de um alimento determinam a quantidade e frequéncia da
luz absorvida e a quantidade de reflexdo ou transmissdo. A luz pode ser utilizada para inferir a

composicao quimica desse alimento (André e Lawler, 2003).

Existem muitas bandas de absor¢ao que surgem de varios grupos funcionais
bioquimicos na regiio MIR (4000-400 cm’), como os presentes na &gua, proteinas,
polissacarideos, acidos nucleicos e lipidios. Os picos de absor¢do proeminentes ao redor 3400
cm’ sdo principalmente de agua. A absorgdo atinge cerca de 2960, 2929 ¢ 1740 cm™ sdo de
acidos graxos (Zeroual et al., 1994). Picos cerca de 1650 e 1550 cm™ sdo das vibragdes de
proteinas ou peptideos (amida I ou II). Acredita-se que os picos entre 1200 ¢ 900 cm’

correspondam vibragdes de estiramento do fosfato e as vibragdes de fragdes polissacaridicas

(Schmitte Flemming, 1998; Lin et al. , 2005).

Tanto a espectroscopia MIR como a NIR podem ser implementadas como medi¢des nao

destrutivas e ndo invasivas, requerem minima ou nenhuma preparagao de amostra, ¢ somente
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precisam de alguns segundos para a coleta dos espectros. Uma vantagem importante do NIR
sobre o0 MIR ¢ que a luz NIR que pode penetrar muito mais em uma amostra do que a radiagao
MIR. Desta forma, o NIR permite o uso longos comprimentos na aquisicdo espectral de
amostras em varios materiais usados como embalagens: materiais plasticos, filmes, vidros e
outros materiais que sejam transparentes para a luz NIR. Além disso, o uso da espectroscopia
NIR com fibra 6tica permite, através das sondas Opticas, que sejam coletados espectros
completos de alimentos sem haver contato. Em contraste, embora MIR ofereca melhor
especificidade, a luz de radiacdo do MIR tem uma de penetragdo muito curta (geralmente alguns

micrometros) e ndo pode penetrar através de plésticos, vidro e outros materiais.

Apesar de a espectroscopia NIR ter maior profundidade de penetracdo, ndo vem sem
limitagdes,(LIM 2009). A maior parte dos instrumentos NIR oferece seletividade limitada e ndo
pode ser utilizada para medicao precisa para componentes alimentares com contetido inferior a
1%. Além do mais, os métodos NIR requerem calibracdo de dados utilizando valores de
referéncia coletados por métodos tradicionais, métodos quimicos e cada componente alimentar
precisa de uma calibragao separada. Além disso, a andlise quimiométrica com técnicas
complicadas de processamento de dados matematicos ¢ muitas vezes considerado como uma
"abordagem caixa preta" e ¢ confuso para os usudrios que desejam obter conhecimentos
aprofundados sobre as técnicas analiticas do NIR. Por outro lado, a técnica NIR ¢ mais acessivel

em termos de custo. Hampton et al. (2002—2003)
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4. MATERIAIS E METODOS

As analises foram realizadas nos Laboratorios de Produtos e Processos (LPP) e de
Espectroscopia de Materiais (LEM), ambos do Departamento de Fisica da Universidade Federal
de Juiz de Fora - MG, foi coletada 1 amostra diretamente de vacas oriundas da fazenda Coronel
Pacheco (MG) Embrapa Gado de Leite. O leite foi dividido em 2 amostras com a quantidade
de 50 ml cada uma, uma amostra ficou leite cru, a outra contaminada por Terramicina®. Na
fazenda Corrego da Areia localizada no municipio de Formiga (MG), para coleta na fazenda,
primeiro coletou-se o 500 ml leite cru de uma determinada vaca logo ap6s o mesmo foi
refrigerado em uma temperatura de até¢ 10 °C e depois 0 mesmo animal aplicou-se o antibidtico
de caréncia zero, LA solugdo injetavel Zoetis e CEF50 com isso foi aguardado um periodo de
24 horas para primeira coleta 500 ml de leite e depois mais 24 horas para segunda coleta
também 500 ml de leite do mesmo animal, todas as amostras foram refrigeradas desde a coleta,
até o recebimento das mesmas para os laboratérios da UFJF LEM e LPP, que foi no mesmo
dia da tultima, as analises foram coletadas seguindo e baseado na realidade com que os
produtores e laticinios trabalham no dia a dia, bem caracteristico os dias de hoje, pois o objetivo
do antibiotico caréncia zero ¢ tratar o animal lactante doente para que fique sadio e o produtor
de leite logo no outro dia fornecer o leite sem tracos de antibidtico para o beneficiamento do
laticinio sem problema algum para ambos.

Para analise rapida de detecg@o de antimicrobiano foi utilizado o teste imunologico cuja

a marca € do fabricante Eco Teste.

4.1 Medidas no Laboratorio de Produtos e Processos

As medidas realizadas no LPP sdo para caracterizar a qualidade fisico-quimica das
amostras de leite utilizadas. Este laboratdrio esta equipado com os equipamentos que atendam
a IN62. Para determinar o ponto de congelaento das amostras de leites utilizou-se o crioscopico
eletronico digital MK 540 Flex da ITR. A densidade foi obtida por meio do termo
lactodensimetro Q 15° C da HG Brasil. A acidez titulavel foi obtida com uso da solugdo Dornic

e o alizarol pelo Método Morris, para a medida de pH utilizou-se o Phmetro Todas as solugdes
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e indicadores utilizados foram da Macalé LTDA produtos para Laticinio ¢ as medidas foram

feitas replicatas para cada amostra.

4.1.1 Densidade

Um litro de leite a temperatura de 15° C, devera conter o peso de 1,028 a 1,034 g.

Materiais:

1. Proveta graduada de 250 ml;

2. Termolactodensimetro - calibrado a 15°C segundo Gerber - escala 1,025/1,040—
380 mm - enchimento ecolégico.

Técnica:

v Foi realizada a transferéncia de cerca de 250 ml do leite para proveta, a
temperatura de 15° C;

v" Cuidadosamente, foi introduzido o termolactodensimetro girando-o até
estabilizar;

v Depois de sua estabiliza¢do, foram anotados os resultados da temperatura

(T) e densidade (Dt) lidas.
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Fonte: Autor.

Figura 5: Medida de densidade do leite com o termolactodensimetro Q 15 °C da HG Brasil disponivel no LPP.

4.1.2 Medida de pH

Aferiu-se o pH da amostra, pois esta ¢ uma propriedade com muitas aplicagdes

tecnologicas, como por exemplo o grau de fermentacao de produtos.

Materiais:

1. pHmetro de bancada AT 355 Microprocessado;

2. Béqueres de 100 ml;
3. Solugdo tampao pH 4;
4. Solugdo tampao pH 7.

Técnica:

v" Foram seguidas as instrugdes do fabricante na calibrag¢do, operagio e

manuten¢do do pHmetro;
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v' Procedeu-se a calibragdo do pHmetro com as solugdes tampao pH 4 e 7
na temperatura em que foram executadas as leituras;

v Foi transferido aproximadamente 50 ml de amostras em um béquer de
100 ml;

v'  Inseriu-se eletrodo na amostra a 25 °C para realizar a medigdo do pH;

Fonte: Autor.

Figura 6: Medidor de pH de bancada disponivel no LPP.

4.1.3 Alizarol (Método Morris)

A solugao de alizarol é a mistura de alcool e alizarina, sendo este ultimo, um indicador
de pH. Neste teste, assim como prova do alcool, o alcool presente na formulagao do alizarol
avalia a estabilidade das micelas de caseina. J4 a alizarina estima o pH da amostra, através do
desenvolvimento da cor, o leite testado nos fornece a seguranga se 0 mesmo podera ou ndo ser
pasteurizado (aquecido), pois o leite acido tende a “talhar” quando submetido ao calor. Quanto

maior a graduacao alcodlica da solucdo de alizarol mais rigoroso o teste e a selecao.
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Materiais:

1. Solugao de alizarol a 72 °GL;
2. Tubos de ensaio;
3. Pipeta graduada, capacidade de 2 ml;

4. Suporte para tubos de ensaio.

Técnica:
v" Foi transferido para um tubo de ensaio partes iguais (2 ml) de leite e
solugdo de alizarol a 72 °GL e misturados cuidadosamente;

v Agitou-se e observou-se o aspecto.
Resultado:
» Leite normal: coloragdo résea - salmao e sem grumos (o leite resiste ao

processo de pasteurizagao).

» Leite acido: coloragdo amarela (leite que possivelmente ndo ira resistir

ao processo de pasteurizagdo ou aquecimento).

» Leite alcalino ou suspeita com agua: colora¢do arroxeada ou violeta
(pode ser um indicativo da presenca de agua, leite origindrio de vacas com mamite ou leite

adicionado de redutores como hidroxido de sodio).
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Fonte: Autor.

Figura 7: Teste de acidez das amostras de leites via teste de Alizarol.

4.1.4 Crioscopia

A crioscopia do leite corresponde a medi¢ao do ponto de congelamento ou da depressao
do ponto de congelamento do leite em relacdo ao da d4gua. A composi¢do normal do leite gera
um valor aproximado de -0,531°H (-0,512 °C) a-0,550 °H (-0,531 °C), para o ponto crioscopico.
A incidéncia de fraude de leite por adicdo de agua afeta diretamente sua composi¢cao
ocasionando perda do valor nutricional, queda de rendimento e inumeros fatores relacionados
a matéria prima de baixa qualidade. A determinagdo do ponto de congelamento com
consequente avaliacdo da qualidade do leite ¢ a metodologia usual e oficial para monitoramento

desta qualidade e deteccdo de fraude por aguagem.
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Materiais:

1. Crioscopio MK 540 Flex IT ITR\Tex Tech eletronico, ligado a rede elétrica
estabilizada, composto de banho de refrigeracdo controlado por termostato, sonda termostatica
com circuito associado e leitor. O agitador para amostra tem ter uma amplitude de vibragao

lateral e aproximadamente, 1,5 mm;

2. Tubo de ensaio.

Calibragao:

v' O crioscopio foi ligado, acrescentou-se a solugdo anti congelante e

deixou-se que a temperatura diminui-se;
v A primeira solugdo de -0,000 H foi calibrada com 2,5 ml;
v" A segunda solugio de 0,621 H foi calibrada com 2,5 ml;

v" A solug¢do padrio de 0,530 H foi conferida com 2,5 ml.

Técnica:

v Foi adicionado 2,5 ml de leite no tubo de ensaio, colocado no crioscopio

e aguardou-se a leitura automatica.
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Fonte: Autor.

Figura 8: Crioscopio MK 540 Flex instalado no LPP.

4.1.5 Acidez (Dornic)

O teste de acidez pelo método Dornic visa a determinacdo quantitativa da acidez do

leite, com utilizagao do reagente de Dornic com indicador fenolftaleina.

Materiais:

1. Pipeta graduada capacidade de 10 ml;
2. Becker 50 ml;

3. Acedimetro de Dornic;

4. Solugao Dornic;

5. Fenolftaleina 1%.
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Técnica:

v Foi transferido para o Becker 10 ml de leite com auxilio da pipeta

graduada,;
v" Adicionadas 3 a 5 gotas da fenolftaleina;

v" Foi realizada a titulagdo com a solug¢do Dornic até a viragem, esta é

reconhecida pela altera¢do da cor branca para roseo claro, em seguida foi interpretado o resultado.

Figura 9: Acidimetro Dornic.

4.2 Medidas no LEM

Apos analise no LPP, iniciou-se no LEM onde foram feitas as medidas de gordura,

proteina, lactose e solidos da amostra de leite sdo realizadas no LEM através do Lactoscopio

Delta Instrument:

Materiais:

1. Lactoscopio Delta Instrument;

2. Becker 50 ml.

Calibragao:
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v Primeiramente, ligou-se o Lactoscopio (na parte detrds do equipamento)
e a impressora do mesmo. Caso ela ndo fosse ligada, o equipamento ndo iniciaria as medidas;

v’ Abriu-se o equipamento, verificou-se os 4 leds piscando e os niveis dos
liquidos. Foi aguardado um periodo de 30 minutos para iniciar as medidas;

v" Foi dado um auto clean no aparelho antes de iniciar as medidas. Para
selecionar o tipo de leite foi em SETUP 4 e usado as setas (MILK A = leite processado UHT
saco, MILK B = Leite Genuino).

Técnica:

v Levantou-se as agulhas do equipamento cuidadosamente e colocou-se o
Becker com a amostra de leite. Clicou-se em ANALY SE para iniciar as medidas;

v Oresultado foi dado por meio de uma impressora acoplada ao lactoscope.

Fonte: Autor.

Figura 10: Lactoscope instalado no LEM e utilizado para medida de gordura, proteina e lactose.

4.3 Analise por Infravermelho
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Para analise qualitativa das amostras utilizou-se o equipamento de Espectroscopia no
Infravermelho Préoximo FT-NIR MPA (Multi Purpose Analyser) da Bruker gerenciado pelo
software OPUS™ . Foram realizadas trés repeticdes no modo refletdncia com 32 scans por
repeti¢io. A analise dos espectros foi feita no software OriginPro 8™ (LUIZ et al 2016). Este
treinamento foi para captacao de aprendizado para manusear o equipamento de Espectroscopia
no Infravermelho Préximo Analisador FT-NIR Multi Propésito MPA da Bruker utilizando o
software OPUS.

Para realizar a analise do leite contaminado foi utilizado o equipamento de
Infravermelho acima citado, uma cubeta de borossilicato com 8 mm de caminho Optico e uma
micropiteta Uniscience 0,5-10 pL. Esta, foi utilizada para a contaminacdo do leite cru com o
antimicrobiano terramicina.

As medidas no FT-NIR foram feitas no modo reflectancia, devido a opacidade do leite.
As anélises foram realizadas na faixa de de 3700 a 13500 cm™'. Cada analise foi realizada em
triplicata com 32 scans por amostra. Antes de iniciar as medidas foi realizado um “branco”, ou
seja, um background no equipamento. Em seguida, colocou-se uma quantidade amostra de leite
na cubeta e foi levada ao compartimento referente ao modo reflectincia do MPA. Entao,
utilizou-se o software OPUS para iniciar a aquisi¢do de dados. Este procedimento foi repetido
por mais 2 vezes com a amostra de leite cru (controle), 3 vezes leite cru adicionado de
antibidtico e 3 vezes leite cru com a vaca utilizando o medicamento de caréncia zero. Para
simular a contaminagao, utilizou-se a pipeta e o leite genuino (controle), entdo adicionou uma

determinada quantidade do medicamento terramicina equivalente a 1ppm.
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Figura 11: Espectrometro FT-NIR instalado no LEM.

i

=l

44



45

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando avaliar o aspecto sensorial, o analista analisa odor, cor e aspecto como
viscosidade, gosto doce, gosto salgado amargo ou 4cido e atribui a condigdo de conformidade
se todos 0s aspectos estiverem em condigdes normais e caracteristicos de leite. Para os atributos:
gordura total, acidez titulada, densidade relativa, indice crioscOpico e extrato seco total as
analises realizadas determinam o teor de cada um destes itens presente no leite. O leite analisado
deve respeitar faixas de concentracdes, definidos por legislagdo IN62 \2011, para ser

considerado conforme/aprovado.

Analise da qualidade do leite cru quadro 2, mostra os resultados obtidos para andlise
preliminar feita nas 3 amostras de leite cru a fim de verificar se os mesmos estavam dentro dos
limites esperados. As figuras a seguir referem-se aos espectros de Leite, antibiotico e Leite mais
o antibiotico obtidos por FT-NIR. A andlise direta através dos espectros nao ¢ muito eficiente,
entdo se fez necessario o uso da derivada primeira para que o espectro se tornasse mais
distintivo. Os eixos: horizontal inferior e vertical a esquerda se referem ao espectro de

reflectancia, ja os eixos horizontal superior e vertical a direita se referem a derivada primeira.
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5.1 Resultados da analise fisico-quimico do leite cru oriundo da Fazenda Embrapa Gado

de Leite
Analises Resultados Valores de Referéncia (In 62)
Crioscopia -0,544 °H -0,530 °H a -0,550 °H
(equivalentes a -0,512°C e a
-0,531 °C)
Acidez em g de acido 0,17 0,14 a 0,18
lactico/100 mL
Ph 6,70 6,6 2 6,9
Densidade g/mL 1,030 1,028 a 1,034
Alizarol 72 % (v\v) Estavel Estavel
Gordura (g\100g) 4,04 Minimo 3
Proteina (g/100 g) 3,23% Minimo 2,9%
Lactose 4,59% -
Extrato seco total 11,89% -

Quadro 2: Resultados das analises do leite cru obtidos no LPP ¢ LEM e seus respectivos valores de referéncia,

IN62\2011
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Figura 12: Espectros de reflectdncia (FT-NIR) para as amostras de leite cru, e leite contaminado por terramicina

em dias distintos.
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A Figura 12 mostra o grafico de Refletancia FT-NIR infravermelho, a PCA, fazendo
uma analise de movimento vibracional, o espectro de refletancia a principio nao foi capaz de
discriminar o leite cru do leite contaminado, a figura 13 mostra o resultado do teste imunolédgico
que deu positivo para terramicina. Ja na figura 14, a PCA conseguiu discriminar o leite cru dos
leites contaminados por terramicina; dia 1 e dia 2 se encontram em coordenadas diferentes do
leite cru; dia 1 estd mais proximo do leite cru no grafico que dia 2; A figura 14 mostra o grafico
score da PCA para as amostras de leite cru, e contaminadas com terramicina em 1ppm para o

primeiro e segundo dias.

Figura 13: analise do teste imunoldgico, positivo para terramicina

PC2 Scores
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PCAMayDisle2, X-expl 71% 29%

Figura 14: PCA referente aos dados obtidos na figura 12.
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Para analise do leite cru e leite com antibidtico de caréncia zero, foi realizada a coleta
diretamente na fazenda Coérrego d Areia, em Formiga — Minas Gerais, e transportada até a
UFIJF, acondicionada em caixa de isopor com gelo mantendo a temperatura de 7 °C. A figura

15 mostra a temperatura de recebimento do leite na UFJF.

Figura 15: Temperatura de recep¢éo do leite

Utilizam-se termOmetros aferidos e calibrados de acordo com cronogramas do proprio
laboratorio de controle de qualidade para mensurar a temperatura, e o resultado que se espera ¢
a temperatura estar abaixo de 10 °C na chegada do leite a plataforma de recebimento do laticinio

(BRASIL, 2011).



Analise Resultado Valor de Referéncia (In 62)
Crioscopia 0,545 °H -0,530 °H a -0,550 °H
(equivalentes a -0,512 °C e a
-0,531 °C)
Acidez em g de acido | 0,19 0,14 a 0,18
lactico/100 mL
Ph 6,59 6,6 a 6,9
Densidade g/mL 1,031 1,028 a 1,034
Alizarol 72 % (v/v) Estavel Estavel
Gordura (g/100 g) 3.4 Minimo 3
Proteina (g/100 g) 2,9 Minimo 2,9
Lactose 4,25 -
Extrato seco total 11,4 -

Quadro 3: Resultados da analise do leite cru
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5.2 Resultados da analise fisico-quimica do leite cru coletado na fazenda Cérrego d’Areia



Leite com

antimicrobiano caréncia

Leite com

antimicrobiano caréncia

Valor de Referéncia (In 62)

0: 1° dia 0: 2° dia
Acidez: 0,18 Acidez: 0,19 0,14 a 0,18 g de acido
lactico/100 mL
Ph: 6,63 Ph: 6,64 6,6 2 6,9
Densidade: 1,029 Densidade: 1,029 1,028 a 1,034 g/mL
Alizarol: réseos e leves Alizarol: roseos e leves Estavel

grumos

grumos

Crioscopia: 0,555 °H

Crioscopia: 0,555 °H

- 0,530 °H a -0,550 °"H
(equivalentes a -0,512 °C e a

-0,531 °C)

Gordura:3,4

Gordura: 3,4

Minimo 3 (g/100 g)

Proteina: 2,9

Proteina: 2,9

Minimo 2,9 (g/100 g)

Lactose: 4,25

Lactose: 4,25

Solidos: 11, 4

Solidos: 11,4

Quadro 4: Resultado do Leite com antimicrobiano caréncia 0, 1° e 2° dias

50



51

PC2 Scares
: + CRU
0.2 —
D_
+  DIA1
_n_g__ RN Y LRI I
0.4 — y
P
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-1.0 -0.5 0 0.5 1.0 1.5

RESULTT, H-expl 94% 5%

Figura 16: Analise dos Componentes Principais das amostras de leite sob antibiotico de caréncia

Z€ro.

A figura 16 mostra o grafico 2 da PCA que apresenta uma evidente discriminagao entre
a amostra controle do leite cru e a amostra adicionada de antibidtico caréncia zero. A amostra
analisada no dia 2 possui coordenadas mais proximas as coordenadas da amostra de leite cru
(controle), no grafico de componentes principais pois a concentragao de antibidtico € maior nos

primeiros dias

Foram avaliadas amostras de leite provenientes de fabricantes distintos no estudo, com
0 mesmo interesse. Avaliadas através de método espectroscopico no infravermelho préximo e
analise de componentes principais. A partir dos resultados obtidos apontaram como vantagens
da analise FT-NIR, a obtencao rapida dos resultados, a necessidade de uma quantidade minima
de amostra na execugao das andlises, além do fato de que a amostra ndo precisa ser descartada,

pois a analise € nao destrutiva e gera o minimo de residuos.



A figura 17 mostra a analise do resultado do teste imunoldgico sem antibidtico.

Figura 17: Resultado do teste do Eco teste sem antibidtico.
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A figura 18 mostra o resultado do teste imunoldgico com antibiotico caréncia 0

Figura 18: Resultado do teste do teste imunoldgico com antibidtico caréncia 0.

As figuras 17 e 18 mostram a analise qualitativa do teste imunoldgico que constatou que
o leite ndo possui antibiotico. Os resultados da andlise de leite cru e leite com antibidtico
caréncia zero nos dias 1 e 2 foram iguais, com isso pode-se concluir que o método deu um
resultado falso-negativo, que na verdade ha tracos de antibidtico na amostra, mas que pela

quantidade o teste ndo conseguiu identificar.

Com isso a analise quantitativa de contaminantes quimicos em alimentos realizada a
partir da espectroscopia no infravermelho com calibracdo multivariada representa uma boa
opcdo para a avaliacdo de antibidtico em leite cru. Ha necessidade de aperfeicoamento para
obtencdo de modelos ainda mais robustos, eficientes e com maior capacidade de percepcao e,
para que, desta forma, tenham aplicabilidade em anélises de rotina em fabricas de laticinios,
pois se trata de um método alternativo pioneiro para pesquisa de tragos de antibidtico em leite.
O aperfeicoamento deste método de infra vermelho sendo uma opg¢do para métodos
confirmatorios de pesquisa de antibidtico em leite, pode proporcionar ao setor lacteo, maior

agilidade nas andlises de leite e fornecer ao consumidor um produto mais confiavel e seguro. A



preocupacao com a qualidade do leite ¢ evidente tanto no aspecto econdmico, quanto no

sanitario e social.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo conseguiu atender seus objetivos através da comparacdo entre dois
testes rapidos, o teste imunoldgico e o teste de infravermelho, que detectam tracos de
antibioticos no leite de diferentes formas, para analise com antibiotico de terramicina que € um
antibiotico que exige caréncia e para CEF 50 que ¢ um antibiotico de caréncia zero.

Houve diferenca nos resultados das amostras de tragos de antibidticos, a amostra sem
caréncia resultou positivo para teste de infravermelho e negativo para andlise do teste
imunoldgico. Com isso ndo se pode afirmar que os tragos de antibidtico encontrados no teste
imunologico apresentam problemas para o consumo do leite e produgao de seus derivados, pois
este tipo de teste € qualitativo com diagndstico positivo ou negativo. Ja o infravermelho, por

sua vez, tem uma maior sensibilidade para detecc¢ao destes tragos.
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