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RESUMO

De acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO/OMS), o leite e seus derivados sdo os alimentos mais consumidos no mundo, sendo
fonte de gorduras, proteinas, vitaminas e energia que sdo de extrema importancia para o bom
funcionamento do organismo humano. Este estudo foca na deteccdo e sensibilidade de
residuos de medicamentos antiparasitrios em leite cru através da Espectroscopia no
Infravermelho Médio e Proximo com Transformada de Fourier (FT-MIR ¢ FT-NIR). Para tal
foram consideradas amostras de leite cru, medicamento antiparsitdrio puro e amostras
simulando a contaminacdo com antiparasitarios. As amostras simuladas foram feitas
adicionando os medicamentos veterinarios antiparasitarios nas amostras de leite cru nas
seguintes concentragdes: abamectina 10 pg/L, doramectina 15 pg/L, ivermectina 10 ug/L e
eprinomectina 20 pg/L. Para analisar a senbilidade da técnica foi utilizada concentragdes
acima e abaixo dos limites maximos de residuo (LMR). A ferramenta estatistica usada para
discriminar as amostras foi a Analise de Componentes Principais (PCA). Os resultados
mostraram que ¢ possivel discriminar diferentes concentragdes de antiparasitarios diluidos em
leite cru. A metodologia provou ser rapida, sensivel e precisa dentro do que € previsto pela
legislacao vigente.

Palavras—chaves: Infravermelho. Leite cru. Avermectinas. Analise de Componentes
Principais.



ABSTRACT

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO/WHO),
milk and its derivatives are the most consumed foods in the world, being a source of fats,
proteins, vitamins and energy that are extremely important for proper functioning. of the
human organism. This study focuses on the detection and sensitivity of antiparasitic drug
residues in raw milk through Fourier Transform Middle and Near Infrared Spectroscopy (FT—
MIR and FT-NIR). For this, samples of raw milk, pure antiparasitic medicine and samples
simulating contamination with antiparasitics were considered. The simulated samples were
made by adding antiparasitic veterinary drugs to the raw milk samples at the following
concentrations: abamectin 10 pg/L, doramectin 15 pg/L, ivermectin 10 pg/LL and
eprinomectin 20 pg/L. To analyze the sensitivity of the technique, concentrations above and
below the maximum residue limits (MRL) were used. The statistical tool used to discriminate
the samples was Principal Component Analysis (PCA). The results showed that it is possible
to discriminate different concentrations of antiparasitics diluted in raw milk. The
methodology proved to be fast, sensitive and accurate within what is provided for by current
legislation.

Keywords: Infrared. Raw milk. Avermectins. Principal Component Analysis.
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1. INTRODUCAO

Segundo o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
aprovado pelo Decreto n® 9.013, de 29 de setembro de 2017, entende—se por leite, sem outra
especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de higiene,

de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas.

De acordo com a definicdo do Codex Alimentarius FAO/OMS, adotada na Instrugdo
Normativa n° 42, de 20 de dezembro de 1999, um residuo ¢ uma fragdo da droga, como

também seus metabolitos, identificados como produtos que permanecem no alimento.

No leite e em seus derivados pode haver residuos de medicamentos veterinarios
(antimicrobianos, antiparasitarios, entre outros) utilizados nos animais em lactacdo, como
também, residuos de outros produtos como detergentes, pesticidas e metais pesados. Sendo
assim, ¢ um produto com grande suscetibilidade a contaminagdo, inclusive intencionalmente,

de forma fraudulenta, que ¢ o caso das substancias usadas para conservar e neutralizar acidez.

O uso indiscriminado de medicamentos antiparasitarios pode gerar o desenvolvimento
de resisténcia parasitaria, reduzindo assim sua eficacia e desta forma causar elevadas perdas
economicas na producdo leiteira, bem como seus residuos no leite podem provocar efeitos
nocivos a saude em humanos. Entre estes, pode—se citar reacdes alérgicas, anemias,

problemas no figado, no rim, no aparelho reprodutivo, efeitos carcinogénicos e teratogénicos.

A partir da Resolugdo n° 53, de 02 de outubro de 2012, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Brasil passou a seguir os Limites Méximos de Residuos
(LMR) estabelecidos pelo Mercado Comum do Sul (MERCOSUL). Sendo que a Instrugao
Normativa n° 51 e a Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC - n°® 328, ambas de 19 de

dezembro de 2019, constituem os documentos mais atuais para tais informagoes.

Segundo Luiz, Bell e Anjos (2020) a fiscalizagdo da qualidade do leite em laticinios
com certificagdo federal é realizada em laboratorios credenciados ao Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC). As técnicas laboratoriais mais comuns sao
as de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gasosa (CG), ambas
empregadas para a confirmagdo e quantificacdo 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.
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A detecgdo da presenca de residuos de medicamentos ¢ realizada durante a triagem,
sendo feita principalmente por kits de testes qualitativos, porém, somente para o grupo dos
antimicrobianos, nao incluindo assim outras classes de medicamentos como é o caso dos
antiparasitarios. Esta metodologia apresenta a incidéncia de falsos positivos, limitacdo de
deteccao de grupos de medicamentos e dificuldades de sistematizagdo. A dissonancia 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
fornecem resultados rapidos e precisos, capazes de detectar as baixas concentracdes de
residuos no leite. As principais técnicas utilizadas como ferramentas analiticas sdo: a
espectroscopia de Infravermelho Proximo por Transformada de Fourier (FT-NIR) e a
espectroscopia de Infravermelho Médio por Transformada de Fourier com Reflexdo Total
Atenuada (FT-MIR—-ATR). Entre as analises estatisticas multivariadas uma das mais

utilizadas ¢ a Andlise de Componentes Principais (Principal Component Analysis - PCA).

O leite ¢ um sistema complexo que deve ser estudado por uma estatistica de
multiparametros ou multivariada. A PCA utiliza um conjunto de vetores base para os dados

espectrais e outro conjunto para os dados de concentragdo buscando estabelecer uma relagao

linear entre eles.

A assinatura espectral de cada molécula € unica, portanto, a composi¢cao de um banco de
dados de assinaturas e a determinagdo da sensibilidade qualitativa de cada uma dessas
técnicas permite fornecer dados para o desenvolvimento de futuras ferramentas de controle de

qualidade do leite e seus derivados.
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2. OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Desenvolver métodos quantitativos e qualitativos para andlise de residuos de

medicamentos antiparasitarios bovinos em leite cru utilizando a Espectroscopia no

Infravermelho Médio e Proximo por Transformada de Fourier.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar amostras de leite cru oriundos de vacas leiteiras (controle), ou seja, que nao

estavam fazendo uso de medicamentos veterinarios.

Preparar amostras simulando a contaminacdo com os medicamentos veterinarios

antiparasitarios mais utilizados em vacas leiteiras.

Identificar os adulterantes abamectina, doramectina, ivermectina e eprinomectina em
amostras de leite cru por meio de Espectroscopia no Infravermelho Médio e Préximo

por Transformada de Fourier.

Avaliar a sensibilidade de detec¢ao da técnica citada simulando acontaminag¢ao da
concentracao do principio ativo dos medicamentos veterinarios dentro, acima e abaixo

dos percentuais permitidos pela legislacao.

Aplicar o0 método quimiométrico de analise dos componentes principais (PCA) aos
espectros obtidos.
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3. REVISAODE LITERATURA
3.1 Leite: composi¢do e aspectos legais da qualidade

De acordo com a Organizagdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO/OMS), o leite e seus derivados sdo os alimentos mais consumidos no mundo, sendo

fonte de gorduras, proteinas, vitaminas e energia que sdo de extrema importancia para o bom

funcionamento do organismo humano (TRONCO, 2010; FAO, 2017).

Do ponto de vista fisico—quimico, o leite apresenta pH proximo a neutralidade (6,50 a
6,70) e ¢ composto basicamente por cerca de 87,3% de agua, 4,8% de lactose, 3,9% de
gordura, 3,3% de proteinas e 0,7 % de vitaminas e sais minerais. A composicdo do leite
influencia diretamente na determinagdo de sua qualidade, os fatores mais relevantes que
afetam sua composicao sdo: a genética (principalmente entre ragas), o ambiente, a idade do
animal, a fase do estagio da lactacdo, o manejo de ordenha, a sanidade e a nutrigdo

(WALSTRA, 2006; CRUZ, 2016).

A qualidade dos alimentos de origem animal vem sendo amplamente debatida, pois a
seguranca dos alimentos ¢ um assunto de interesse mundial. Dessa forma, diversos programas
foram desenvolvidos para garantir que os alimentos cheguem em quantidade, qualidade e
seguros para a populagdo. Dentre os requisitos de inocuidade, destaca—se o controle de
remanescentes residuais e contaminantes. O Brasil, sendo um dos mais importantes parceiros
comerciais no setor de alimentos, necessita acompanhar as medidas de prevencao e controle,

repensando na integridade da cadeia alimentar e como esta pode ser controlada (BRASIL,
1999; McEVOY, 2002).

Desse modo, o leite tem sido considerado um dos alimentos mais completos em todas as
fases de desenvolvimento do ser humano, o qual tem sido consumido em todas as fases da
vida. Com isso, a qualidade do leite ¢ conceituada por parametros bem definidos, tais como

composicdo quimica, caracteristicas fisico—quimicas e até mesmo a higiene (AMARAL,
2021).

Nessa perspectiva a qualidade do leite ¢ influenciada, sobretudo pelo estado sanitario do
rebanho, além do manejo desses animais, a higiene ¢ manutencdo dos equipamentos de
ordenha, presenga de microrganismos, residuos de drogas e odores distintamente estranhos.
Sendo assim, do ponto de vista da qualidade higiénica do leite, o mesmo deve ser de

caracteristica limpo, fresco, agradéavel e seguro (AMARAL, 2021).
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Os contaminantes e residuos quimicos podem ser incorporados ao leite e produtos
lacteos, de forma intencional ou ndo, em todas as etapas da cadeia produtiva. Sendo assim, ¢

extremamente importante assegurar a autenticidade e o monitoramento da qualidade do leite

(PEREIRA et al., 2020).

Com o objetivo de melhorar a qualidade do leite e derivados produzidos no Brasil, na
década de 90, foi elaborado o Programa Nacional de Melhoria de Qualidade do Leite
(PNMQL) em uma parceria estabelecida entre o MAPA, representantes da academia, de
orgaos de pesquisa e de associagdes de classe que representavam as industrias. O PNMQL
culminou na aprovacao da Instru¢do Normativa n° 51, de 18 de setembro de 2002 que
representou um passo importante para a regulamentacao da produgao de leite no Brasil. Desde

entdo, foram muitas as alteragdes ao longo dos anos, até a aprovacdo das Instrugdes
Normativas n° 76 e 77, em 30 de novembro de 2018 (BRASIL, 2018a;b).

Um leite de qualidade necessariamente deve apresentar caracteristicas sensoriais
especificas, baixa contagem de bactérias totais e de células somaticas, auséncia de
microrganismos patogénicos ¢ residuos quimicos contaminantes, incluindo residuos de drogas
veterinarias. Assim, os parametros considerados padrdo, utilizados para esta avaliagao do leite
cru refrigerado, de acordo com a IN 76 e IN 77 sdo: contagem de células somaticas (CCS)
inferior a 500.000 células/mL, contagem padrdao em placas (CPP) inferior a 300.000 UFC/mL,
indice crioscopico (entre —0,555 e —0,530 °H), auséncia de residuos de produtos de uso
veterinario e contaminantes acima dos limites méaximos previstos, além de auséncia de
substancias estranhas a sua composicdo, tais como agentes inibidores do crescimento
microbiano, neutralizantes da acidez e reconstituintes da densidade ou do indice crioscopico.

Caso contrario, o leite encontra—se improprio para o consumo (BRASIL, 2017; BRASIL,
2018a;b; EMBRAPA, 2019).

3.2 Medicamentos de uso veterinario

A produgdo de alimentos de origem animal tem tido cada vez mais demandas, assim
como seu valor tem se elevado cada dia mais. O Brasil é considerado um dos maiores
fornecedores de alimentos de origem animal, com isso deve—se garantir a qualidade como um
todo, visando ndo s6 o aumento da produtividade, que ¢ uma das metas na produgdo
agropecudria nacional, mas ofertar um alimento seguro para o consumo (COSTA; NETTO,

2012).



24

Desse modo, a criagdo intensiva de animais, principalmente os bovinos para a
producdo de leite tem sido cada vez mais eficiente, o qual tem—se utilizado areas menores,
sendo assim, consequentemente a aglomeragdo de animais tornou—se uma problematica,
sobretudo, em relacdo a ocorréncia de infecgdes, como por exemplo ectoparasitoses, além de

verminoses, o qual tem implicado na utilizagdo de medicamentos veterinarios para que a

producgdo fosse eficiente, adequada e de qualidade (COSTA; NETTO, 2012).

Medicamentos de uso veterinario sdao utilizados na prevengao, controle e tratamento de
doengas nos animais, tais como mastite ¢ doencas parasitarias. Sendo assim, a presenca de
residuos no leite, como os de antimicrobianos, de antiparasitarios e de anti—inflamatorios,
podem causar danos na producao animal e na saide do consumidor. A causa da contaminagao
est4 associada a ndo observagao do periodo de caréncia descrito na bula do medicamento, com
envio do leite com residuos para o processamento; a mistura de leite contaminado ao ndo
contaminado; a falta de anotagdo dos tratamentos realizados ¢ a nao identificacdo de vacas

tratadas; ao uso indevido de produtos ou sem a orientagdo de um profissional médico
veterinario durante a lactacdo, entre outros (VANSCHAIK; LOTEM; SCHUKKEN, 2002;
LUIZ,2019a).

Os medicamentos s3o compostos que remetem uma diversidade de classes quimicas
com agdes terapéuticas variadas e especificas, o qual estd incluso os P—lactamicos,
aminoglicosideos e tetraciclinas como a principal classe de antimicrobianos e as
avermectinas, piretroides e organofosforados como a principal classe de antiparasitarios.
Diante disso, a utilizacdo desses medicamentos pode deixar residuos em alimentos como,

leite, carne, ovos, de modo que, os niveis nao podem ultrapassar o LMR (NETTO et al., 2006,

SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014).

Logo, estes farmacos sdo vistos como principais insumos de maior faturamento da
industria farmacéutica veterinaria, todavia, a utilizacdo desses medicamentos tem interferido
na qualidade do produto, e até mesmo no prazo esperado pela industria agropecudria
(COSTA; NETTO, 2012). A tabela 1 a seguir demonstra principalmente os valores obtidos na

industria farmacéutica veterinaria segundo a classe de medicamentos.
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Tabela 1 — Classes de medicamentos e valores obtidos na industria farmacéutica.

Classe de medicamentos Valores (RS)
Antimicrobianos 633.417.717,00
Antiparasitarios 960.983.211,00

Bioldgicos 825.734.942,00
Outros 404.547.819,00

Fonte: Adaptado de COSTA;NETTO (2012).

O LMR ¢ a concentragao maxima de residuos encontrados em um alimento de origem
animal, o que se resulta da utilizagdo de um medicamento veterindrio, que por sua vez possui
recomendacdo para ser permitido de forma legal, ou até mesmo reconhecido de forma
aceitadvel em alimentos. Dessa forma, estes respectivos limites sdo estabelecidos para
assegurar a utilizagdo de produtos, além de limitar a exposicdo e proteger a saide dos
consumidores de alimentos provenientes de animais tratados (SPISSO; NOBREGA;

MARQUES, 2009).

Nesse contexto, a presenca de residuos em um alimento acima do LMR estabelecido
compreende que o produto nao foi usado de acordo com as boas praticas de uso de

medicamentos veterinarios (BPMV), além da utilizagdo de um produto que ndo seja

autorizado (SILVA;SOUZA; CALDAS, 2014).

Medicamentos veterindrios presentes nos alimentos como o leite, quando exposto a
seres humanos podem causar diversos efeitos, o qual se inclui reacdes alérgicas em pessoas
hipersensiveis, e até mesmo cancer. A exposicdo a antimicrobianos e antiparasitarios pode
ocasionar o desenvolvimento de microrganismos resistentes, dificultando a agdo terapé€utica
nas pessoas que consomem alimentos provenientes desses animais tratados (LUIZ et al,
2008, SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014). Tais residuos sofrem pouca ou quase nenhuma
influéncia de tratamentos térmicos, como a pasteurizagdo e a ultra pasteurizagdo ou o
cozimento para fabricagdo de doce de leite ou requeijao, por exemplo. Além disso, causam
prejuizos a industria, pois inibem o desenvolvimento das bactérias lacticas do fermento,
inibindo ou aumentando o tempo de coagulacdo do leite, comprometendo o rendimento

devido a problemas tecnologicos de leites fermentados e queijos, podendo, ainda, conferir

sabor amargo aos queijos (ROCA et al., 2011; CERQUEIRA, 2020).
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3.2.1 Medicamentos antiparasitarios

Os antiparasitarios sao medicamentos responsaveis por controlar infec¢des causadas por
parasitas, tais infecgdes geralmente sdo mistas, pois ha diferentes géneros ou espécies de
parasitas que podem infectar o corpo do animal, apresentando o maior indice de transmissao
via pasto. O parasitismo pode causar o retardo do desenvolvimento de animais e a diminui¢ao
da produgao leiteira, além de anemia, disturbios gastrointestinais, tristeza parasitaria bovina e

altos custos para a prevengao e tratamento, podendo levar o animal a 6bito. (ALMEIDA et al.,
2020).

O parasitismo causado por nematddeos gastrintestinais ¢ responsavel por grandes perdas
econOmicas nos rebanhos, principalmente em paises tropicais e subtropicais, tendo em vista
que, estas condi¢des climaticas favorecem o seu desenvolvimento. Ja o controle de helmintos
baseia—se no emprego de drogas anti—helminticas. Embora sejam utilizados em vérias
espécies domésticas, o mercado predominante ¢ o de ruminantes bovinos, o qual s3o gastos

milhdes anualmente, tentando reduzir os efeitos causados pelo parasitismo (RODRIGUES et

al., 2020).

Atualmente, o controle de endoparasitas e ectoparasitas em bovinos vem se tornando
cada vez mais dificil devido a resisténcia apresentada dos nematddeos, possivelmente,
decorrentes da utilizagdo incorreta e indiscriminada dos medicamentos utilizados no
tratamento dos animais. Desta forma, é necessario seu controle para a preservagdo da saude
animal, incluindo o conhecimento da epidemiologia das parasitoses, o conhecimento pratico
do manejo zootécnico e tratamentos estratégicos, visando principalmente a descontaminagdo
das pastagens e a busca do equilibrio parasito/hospedeiro, bem como, a viabilidade econdmica

da produgdo e o controle de seus residuos no leite (GRISI ef al., 2014; ALMEIDA et al.,
2020; RODRIGUES etal., 2020).

Grisi et al. (2014), estimaram um prejuizo na bovinocultura brasileira da ordem de U$
13,96 bilhdes de dolares, dentre eles, US$ 7.107,17 por nematodeos gastrintestinais; USS$

3.236,65 por carrapatos; US$ 2.558,32 por mosca dos chifres; US$ 383,48 por bernes, US$
336,26 por bicheiras ¢ US$ 335,46 por mosca dos estabulos.

As lactonas macrociclicas apresentam em seu perfil convencional na formulagdo o
propileno glicol e glicero—formol na propor¢do (60:40), removendo assim os principais

nematddeos gastrintestinais e pulmonares de bovinos, apresentando uma sobrevida plasmatica
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ativa permitindo a protecdo a re—infec¢des por no minimo duas semanas apds o tratamento.

(GRISI et al., 2014; SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014).

Houve uma forte busca na pesquisa e desenvolvimento das lactonas macrociclicas,
denominadas de longa agdo, por parte da industria farmacéutica veterinaria brasileira, que
proporcionam uma biodisponibilidade efetiva para a remogao e prevengao a re—infestagao por
vermes gastrintestinais e pulmonares por um periodo entre seis a nove semanas. Destas
pesquisas foram desenvolvidas avermectinas com concentragdes superiores as convencionais,
bem como a associacdo entre dois principios ativos. As formulacdes de longa agdo com
aplicagdo por via subcutanea tiveram grande aceitacdo e isto culminou no registro junto ao
MAPA de mais de 20 marcas distintas, com um faturamento estimado em 500 milhoes de

reais em 2013 (GRISI etal., 2014; SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014).

As lactonas macrociclicas demonstram excelente atividade contra uma ampla variedade
de nematddeos, mas também contra alguns artropodes parasitas e, em consequéncia, S30
denominadas endectocidas. Sao efetivas contra estagios adultos e larvarios de nematelmintos
gastrintestinais e vermes pulmonares de ruminantes. No Brasil, bovinos criados em pasto,
estdo mais susceptiveis a infec¢@o por larvas de nematddeos gastrintestinais, particularmente
dos géneros Cooperia, Haemonchus, Ostertagia, Strongyloides, Trichostrongylus e
Oesophagostomum. Os medicamentos especificos da classe das avermectinas sdo 0s mais

indicados para o tratamento do animal (TEIXEIRA, 2015; ALMEIDA etal., 2020).

Segundo Shoop, Mrozik e Fisher (1995) as avermectinas apresentam uma complexa
estrutura quimica, correspondentes a derivados dissacarideos de lactonas ciclicas de 16
membros, com estrutura semelhante a dos antimicrobanos macrolideos. Possuem um

grupamento éster (lactona), um espiroacetal e um anel benzofuranico (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura quimica das lactonas macrociclicas.
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Fonte: Adaptado de SHOOP; MROZIK; FISHER (1995).

As lactonas macrociclicas apresentam massa molecular elevada e s3o altamente
lipofilicas, apos serem administradas, sdo armazenadas no tecido adiposo, sendo liberadas,
metabolizadas e excretadas lentamente. Esta afinidade pela gordura explica sua permanéncia
no corpo e o longo periodo de prote¢do contra vermes pulmonares e de estomago em bovinos.
Podem ocorrer variagdes individuais neste periodo de protecdo devido as diferengas na
distribui¢do, na metabolizagdo e na excrecao dos medicamentos. O tempo de meia—vida longo
destes compostos determina a quantidade de residuos presentes no leite e consequentemente,

os periodos de caréncia obrigatorios apos o tratamento (MONTEIRO, 2017).
3.2.1.1 Avermectinas

As avermectinas (ivermectina, abamectina, doramectina e selamectina) sao produtos da
fermentagdo do actinomiceto Streptomyces avermitilis e as milbemicinas do Streptomyces
cyanogriseus (milbemicina e moxidectina) pertencentes ao grupo das lactonas macrociclicas.
Contudo, as avermectinas sdo consideradas a principal classe dos medicamentos veterinarios
antiparasitarios utilizados na pecudria e foram descobertas em 1975 pelo pesquisador Satoshi
Omura no Instituto Kitasato. Esta descoberta deu—se partir de microrganismos presentes em
amostra de solo em uma cidade do Japdo. Desse modo, a descoberta desse composto
ocasionou em um amplo impacto na industria de alimentos de origem animal, visto que,
demonstravam alta eficiéncia parasiticida em combate a artrépodes e nematoddeos, que por sua
vez tem sido utilizada em varias espécies de animais, sobretudo no setor agropecuario para o

tratamento de patologias parasitarias, além do setor agricola. Com exce¢do da selamectina,
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que ¢ utilizada em caes e gatos, as demais sdo utilizadas em bovinos (SOUZA, 2015;
MOREIRA, 2016; RODRIGUES, 2017).

Ainda segundo Moreira (2016), o Streptomyces avermitilis produz oito tipos de
avermectinas naturais denominadas: Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a ¢ B2b. Sendo
assim, as avermectinas que compde a composto A possuem um radical metil ligado ao
carbono 5, visto que, o composto B possui um hidrogénio ligado a este respectivo carbono.
No que se refere as subclassificacdes, os compostos relacionados ao subgrupo 1 contém entre
o carbono 22 e 23 uma dupla ligagdo, o qual o subgrupo 2 possui uma respectiva ligagao

[IP2]

simples com o grupo hidroxila ligado ao carbono 23. O subgrupo “a” e “b” se diferem pelo
radical ligado respectivamente ao carbono 25, onde “a” possui um grupo sec—butil, e “b”
contém um grupo isopropil ligado a este carbono (SHOOP; MROZIK; FISHER, 1995;

MOREIRA, 2016).

Os compostos da série B se destacam por possuir uma potente atividade anti—
helmintica, inseticida e acaricida. A partir da abamectina, também conhecida como
avermectina Bla, e com as pesquisas para o desenvolvimento de novos produtos com
atividades semelhantes, obteve—se outras formas de avermectinas: a ivermectina
(dihidroavermectin B1) por meio de modificagdes por hidrogenagdo dos carbonos C—22 ¢ C—
23; a doramectina, obtida por biossintese mutacional (fermentacdo) do Streptomyces
avermitilis bkd, caracterizada pela presenga de um ciclohexano na ligacdo C—25, na presenga
do acido ciclohexanocarboxilico. J& a eprinomectina, ¢ obtida pela adi¢do do grupamento
acetilamino no C—4, sendo mais hidrofilica e apresentando rapida elimina¢do por vias
excretoras, ao contrario de outras avermectinas, podendo ser usada em vacas em lactagao
devido ao seu baixo nivel de eliminagdo no leite (Figura 2) (SHOOP; MROZIK; FISHER,
1995; SHOOP et al., 1996; MUSHTAQ et al., 1996; CROPP et al., 2000; PEREZ—
COGOLLO,2018).
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Figura 2 — Estrutura quimica das avermectinas.
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Fonte: Adaptado de SHOOP et al. (1996).

Seu mecanismo de acdo (Figura 3) consiste em atuar na neurotransmissao do acido y—
aminobutirico (GABA) nos nematodeos, bloqueando o estimulo interneuronal de neurdnios
motores excitatorios e, assim, ocasionando paralisia flacida. Isto é obtido pelo estimulo a
liberacio do GABA pelas terminagdes nervosas, esta exacerbagdo da ligacdo do GABA
resulta em maior fluxo de ions cloreto na célula, hiperpolarizando a mesma. Outra forma de
acao da—se pelos canais de cloro glutamato—mediados, encontrados apenas em invertebrados.
As lactonas macrociclicas (avermectinas) atuam como agonista desses receptores abrindo os
canais de cloro glutamato—mediados de forma lenta e irreversivel, causando paralisia rapida

dos movimentos e do bombeamento faringeo, deixando os parasitas incapacitados de se

mover ou se alimentar (MONTEIRO, 2017).
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Figura 3 — Mecanismo de agdo das avermectinas
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Fonte: Adaptado de SOUZA (2015).

As avermectinas apresentam como caracteristica baixa solubilidade em agua, entretanto,
sdo soluveis em solventes organicos como, por exemplo, cloroférmio, cloreto de metileno,
acetato de etila, acetona, alcoois, tolueno, ciclohexano, dimetilformamida, dimetilssulfoxido e
tetrahidrofurano. Em sua forma solida se apresenta como po branco, o qual ¢ volatil e
demonstram sensibilidade moderada a temperatura, além de serem estaveis em condigdes
acidas com pH 4,0 ~ 4,6, visto que, em determinadas combinagdes de pH, temperatura, além

do tempo de exposicao, as avermectinas sofrem hidrolise na subestrutura dissacaridea,

especificamente no C-13 (MOREIRA, 2016).

3.3 Programas oficiais de controle de residuos de medicamentos de uso veterinario

Em 1999, o MAPA aprovou o PNCRC em produtos de origem animal, que tem como
fungdo o controle e a vigilancia, buscando conhecer e evitar violagdes nos LMR de produtos

autorizados, como também o uso de compostos quimicos proibidos (BRASIL, 1999).

Anualmente, o MAPA publica um plano de amostragem com os analitos a serem
monitorados com seus limites pré—estabelecidos. Podem ser realizadas coletas de leite cru,
leite fluido para consumo direto e leite em p6. Com excegdo das amostras de leite cru, que sdo
coletadas nas propriedades rurais garantindo uma tnica procedéncia, as demais sdo coletadas

nos estabelecimentos sob Servico de Inspecao Federal (BRASIL, 2019¢).



32

O PNCRC pesquisa a presenga de residuos de antiparasitarios no leite, devido ao seu
uso frequente na medicina veterinaria para o controle de endo e ectoparasitoses. Tais
medicamentos sdo monitorados e, com exce¢ao da eprinomectina, que ndo requer periodo de
caréncia para o consumo de leite, o tratamento com esta classe de compostos ndo pode ser
realizado em vacas lactantes ou nos ultimos dois meses de gestacdo. Os medicamentos
antiparasitarios contendo ivermectina e abamectina representam um percentual grande em
relagdo as demais avermectinas com registros comerciais ativos (BELOTI, 2015; RIBEIRO et

al., 2020).

De modo geral, os antipasitarios citados possuem concentragao em torno de 1% a 3,5%,
sendo a injecdo subcutinea a via de aplicagdo mais comum. Devido sua alta lipossolubilidade
ocorre a deposicdo no local da aplicagdo, prolongando seu tempo de reten¢do no organismo,
podendo ser excretada pelo leite. Os residuos de abamectina, doramectina, ivermectina e
eprinomectina no leite ndo podem ultrapassar 10 pg/L; 15 pg/L; 10 pg/L e 20 pg/L,
respectivamente (Tabela 2) (SINDAN, 2018; BRASIL, 2019d).

Tabela 2 — Limites maximos de residuos e escopo do PNCRC para drogas

antiparasitarias no leite

. LMR
Avermectinas .
pg/L no leite
Abamectina 10 ng/L
Doramectina 15 pg/L
Ivermectina 10 ng/L
Eprinomectina 20 pg/L

Fonte: BRASIL (20194d).

As andlises incluem diversas drogas veterinarias, além de praguicidas, contaminantes
inorganicos € micotoxinas, ou seja, prevé o monitoramento sistematico de residuos quimicos
que podem interferir na saude publica. A tabela 3 representa as substancias pesquisadas entre

os anos de 2010 e 2021 em que foram constatadas violagdes e as respectivas porcentagens de
amostras violadas (BRASIL, 2019d;2021).
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Tabela 3 — Percentual de violagdo do LMR ou da presenga de residuos de substancias

em amostras de leite testadas no PNCRC entre os anos de 2010 a 2021.

Numero de amostras
Percentual de amostras

Substancia analisadas/niimero de .
. violadas
amostras violadas
Abamectina (ATP) 2066/06 0,29%
Albendazol (ATP) 1256/06 0,48%
Aflatoxina M1(MTX) 883/01 0,11%
Cefoperazona (ATM) 2840/07 0,24%
Ceftiofur (ATM) 3444/06 0,17%
Cloranfenicol (ATM) 2551/06 0,23%
Clorpirifos (AGR) 384/02 0,52%
Cloxaciclina (ATM) 3444/08 0,23%
Diclofenaco (AINE) 68/02 2,94%
Doramectina (ATP) 520/06 1,15%
Espiramicina (ATM) 3364/10 0,29%
Fipronil (AGR) 127/01 0,78%
Florfenicol (ATM) 3011/10 0,33%
Ivermectina (ATP) 2365/11 0,46%
Meloxicam (AINE) 62/01 1,61%
Oxitetraciclina (ATM) 3598/06 0,16%
Tilmicosina (ATM) 3364/07 0,20%

AGR - Agrotoxico; AINE — Anti-inflamatério;, ATM — Antimicrobiano; ATP — Antiparasitdrio; MTX —

Micotoxina

Fonte: Adaptado de BRASIL (2019d;2021).

Percebe—se que, dentre as substancias pesquisadas, a classe dos antimicrobianos € a que
apresenta a maior quantidade de representantes, sendo amplamente utilizados na prevengao,
controle e tratamento de doencas dos animais (VANSCHAIK; LOTEM; SCHUKKEN, 2002;
LUIZ, 2019a). Embora seja contraindicada em bovinos produtores de leite, a ivermectina ¢é

extensivamente usada para tratamento de ectoparasitas e tem sido encontrada em amostras de
leite (SILVA; SOUZA; CALDAS, 2014).

Com o objetivo de complementar as agdoes do MAPA, em 2001 foi instituido pela
ANVISA o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) e em
2002, por meio da RDC n° 253, de 16 de setembro de 2003, o Programa de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em alimentos de origem animal (PAMVet), ambos

para analisar os alimentos (BRASIL, 2003).

O PAMVet foi desenvolvido pela ANVISA com o objetivo de controlar e fiscalizar
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos, tendo duas bases de monitoramento:

uma relacionada a residuos em alimentos e outra na resisténcia bacteriana. Por ser o alimento
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de origem animal com grande importancia na alimentagao e o mais consumido pela populagao
brasileira, o leite foi escolhido como a primeira matriz, porém, a meta ¢ avaliar, gradualmente,

residuos de medicamentos veterinarios em todos os alimentos de origem animal (BRASIL,

2018c).

A tabela 4 representa os resultados das analises de triagem e confirmacdo, feitas no
periodo de 2006-2007, para antimicrobianos e antiparasitarios em leite processado em

temperatura ultra—alta (u/tra high temperature — UHT) e em po.

Tabela 4 — Resultado de analises em leite UHT e em po.

Leite UHT Leite em po
Numero de amostras Numero de amostras
Substincia analisadas/nimero de analisadas/nimero de
amostras amostras
violadas/Percentual violadas/Percentual

B-lactamicos (ATM)
Tetraciclinas (ATM)
Cloranfenicol (ATM)

467/03 (0,64%)
467/08 (1,71%)
464/19 (4,09%)

140/03 (2,14%)
139/22 (15,8%)
139/43 (30,94%)

Neomicina (ATM) 460/12 (2,61%) 139/06 (4,32%)
Estreptomicina

Diidroestreptomicina 464/17 (3,66%) 139/05 (3,60%)
(ATM)

Abamectina (ATP) 465/13 (2,80%) 138/10 (7,25%)
Doramectina (ATP) 465/19 (4,09%) 138/38 (27,5%)
Ivermectina (ATP) 465/192 (41,3%) 138/72 (52,2%)

ATM — Antimicrobiano; ATP — Antiparasitario
Fonte: Adaptado de BRASIL (2018c).

De acordo com o relatorio, todas as amostras do antimicrobiano Cloranfenicol
apresentaram—se acima do limite maximo de residuos permitido. J4 o antiparasitario
Doramectina apresentou uma amostra em leite UHT e oito amostras de leite em p6 acima

limite maximo permitido (ANVISA, 2009).
3.4 Métodos utilizados para deteccio de residuos no leite

Atualmente, a deteccdo de residuos de medicamentos no leite utiliza como método
oficial a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo esta uma técnica
internacionalmente aceita. A mesma possui grande sensibilidade, eficiéncia e rapidez,
entretanto ¢ uma técnica que requer custo elevado de reagentes e pessoal treinado. Contudo,
ha diversos métodos alternativos para detec¢dao e quantificagdo de residuos de medicamentos

no leite, entre os principais métodos encontram—se a eletroforese capilar, espectroscopia de
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massa, ensaio imunoenzimatico, espectroscopia no infravermelho e outros (SOUZA et al.,

2018).

A eletroforese capilar € uma técnica baseada na separacdo das bandas de proteinas e
peptideos em um gel de poliacrilamida, ou seja, na migracdo de espécies carregadas
eletricamente. Ja& espectrometria de massa ¢ uma técnica analitica que usa a propor¢ao de
massa em relacdo a carga (m/z) para identificar compostos em uma amostra, podendo ainda
ser acoplada a cromatografia de liquida de alta eficiéncia. Os métodos imunolédgicos utilizam
enzimas para identificar e quantificar os possiveis contaminantes existentes no leite. Outro
método ¢ a espectroscopia no infravermelho, que tem sido amplamente utilizado em pesquisas

para o desenvolvimento e deteccdo de componentes quimicos de leite e derivados (SHENG et

al.,2018; SOUZA et al., 2018).

3.5 Espectroscopia

Quando a luz solar ¢ espalhada por gotas de 4gua na atmosfera ocorre a formagao de
um arco—iris. Um fendmeno semelhante acontece quando a luz branca ¢ passada através de
um prisma, resultando na separacdo de seus varios constituintes de cores diferentes. Esse
experimento de separagdo dos componentes da luz foi realizado no ano de 1666 por Sir [saac
Newton (1642-1727), sendo o século XVII, um periodo de intensa investigacdo sobre os

fendmenos Opticos (BARBOSA, 2013).

Essa radiacdo colorida que foi vista no experimento com o prisma € o arco—iris
corresponde a uma pequena fracdo de um espectro que € muito mais amplo, que € o espectro
eletromagnético. Esse espectro ¢ o intervalo de todas as frequéncias da radiacdo
eletromagnética existente e se estende desde as ondas de baixa frequéncia, como as ondas de
radio, até as de alta frequéncia, como as da radiacdo gama (Figura 4) (BARBOSA, 2013;
PAVIA etal., 2015; LUIZ, 2019).
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Figura 4 — Espectro eletromagnético.
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Fonte: PAVIA (2015).

A Figura 4 mostra também que a energia (E) ¢ diretamente proporcional a frequéncia v,
e inversamente proporcional o comprimento de onda. Esta relagdo foi estudada e desenvolvida
por Max Karl Ludwing Planck (1858-1947) e matematicamente ¢ descrita pela equagao

abaixo.
E=hv
Onde h = constante de Planck = 6,62607015.1073% m?.kg/s.

O comprimento de onda (A) ¢ inversamente proporcional a frequéncia v por meio darelagao:
v = C/A,

onde ¢ = a velocidade da luz no vacuo e no ar. A equagao de Planck também pode ser escrita

da seguinte forma:

Desta forma, quanto menor o comprimento de onda de uma radiacdo, maior a energia

associada a ela (BARBOSA, 2013; LUIZ, 2019b).

A radiacdo eletromagnética pode ser dividida em: ionizante (ultravioleta, raios X e
raios gama), que tem energia suficiente para romper as ligacdes atomicas; € ndo ionizante
(radio, micro—ondas, infravermelho, ultravioleta e visivel), que sdo capazes de vibrar e
rotacionar as moléculas, porém, ndo tem energia suficiente para romper as ligacdes atomicas,

ou seja, ndo sdo capazes de arrancar um elétron causando ionizagdo (LUIZ, 2019).
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Sendo assim, a espectroscopia dedica—se ao estudo da interagdo da radiagdo
eletromagnética com a matéria, focando nos niveis energéticos de atomos ou moléculas e da
origem a uma série de técnicas baseadas na absor¢do, emissdo e nos processos de
espalhamento. Estas técnicas oferecem a possibilidade de obter informacdes sobre a estrutura
molecular, niveis de energia, ligagdes quimicas, identificagdo e quantificagdo de elementos
quimicos e moléculas. Trata—se de um método ndo invasivo ¢ ndo destrutivo de amostras.
Normalmente as transi¢des eletronicas estdo situadas na regido do ultravioleta ou visivel, as

vibracionais na regido do infravermelho e as rotacionais na regido de micro—ondas (SALA,

2008).
3.5.1 Espectroscopia no infravermelho

Todas as moléculas sdo constituidas de uma determinada quantidade de energia
distribuida ao longo de toda a sua estrutura, as quais estdo em constante movimento, seja de
estiramento, contragdo das ligacdes e movimentacdes constantes dos dtomos para frente e para
tras, dentre outras vibragdes. Isso explica o fato de algumas moléculas organicas absorverem
determinados comprimentos de onda da radiacdo infravermelha, mas outras, ndo. Portanto,
quando se incide uma radiagdo eletromagnética sobre uma molécula, havera absor¢do de
energia quando a frequéncia de radiacdo for correspondente a frequéncia de vibracdo (Mc

MURRY, 2012).

Para que uma molécula absorva radiagdo na regido do infravermelho, ¢ preciso que haja
alteragdo no momento dipolo da molécula durante o seu movimento de rota¢ao ou translacao.
De acordo com a natureza das moléculas, podem acontecer diversos tipos de vibragao, como:
(a) estiramento, (b) dobramento, (c) vibragdo de estiramento simétrico, (d) vibracdo de
estiramento assimétrico, (e) vibragdo de deformagdo tipo tesoura, (f) vibracdo de deformagao
tipo oscilacdo, rotagdo, (g) vibracao de deformacao tipo balango, (h) vibracdo de deformagao

tipo tor¢ao. Tais vibragdes sao representadas na figura abaixo (Figura 5).
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Figura 5 — Representacdo dos diferentes tipos de vibragdes moleculares
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Fonte: VIANA (2018).

Ou seja, quando uma radiagdo eletromagnética entra em contato com uma molécula, a
absor¢do ira envolver a transi¢do de um nivel de energia menor para um mais elevado, o
efeito que ela causard dependera de sua energia, e esta ¢ diretamente proporcional a
frequéncia. Tratando—se do infravermelho, a energia envolvida sera capaz de causar alteragdes
somente nos modos vibracionais e rotacionais da mesma, pois como possuem comprimento

de onda maior, apresentam energia menor (SALA, 2008).

Cada ligacdo apresenta sua propria frequéncia de vibragdo, fazendo com que cada
molécula tenha uma identidade unica, mesmo que as frequéncias absorvidas sejam muito
parecidas, desta forma a espectroscopia no infravermelho serve para comparar se substancias
sdo idénticas ou nao, como também fornecem informagdes estruturais da molécula. As

absor¢des de cada tipo de ligacdo sdo encontradas apenas em certas regides do infravermelho
vibracional, como demonstrado na Tabela 5 (SALA, 2008; PEREIRA et al. (2020).

Tabela 5 — Regides do infravermelho.

Numero de onda

Regloes correspondente
Infravermelho Proximo 14290 cm'-4000 cm ™!
Infravermelho Médio 4000 cm ! — 400 cm™!

Infravermelho Distante 400 cm™!' -4 cm!

Fonte: Adaptado de PEREIRA et al. (2020)
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3.5.2 Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier

O espectrofotdmetro no infravermelho € o instrumento utilizado para obter o espectro de
absor¢ao no infravermelho de um composto, podendo apresentar dois tipos: instrumento
dispersivo e o por Transformada de Fourier (FT). Apesar dos dois produzirem espectros bem
semelhantes para um determinado composto, espectros de infravermelho com FT produzem o

espectro mais rapidamente e com maior sensibilidade (PAVIA et al., 2015).

O espectrofotometro no infravermelho por FT apresenta como principio de
funcionamento o interferdmetro de Michelson, no qual consiste de dois espelhos planos, um
fixo e outro movel, posicionados perpendicularmente, um em relagao ao outro. Um divisor de
feixes permite que 50% da radiagdo seja transmitida para o espelho mével e 50% seja refletida
para o espelho fixo, de modo que os dois raios retornem ao divisor de feixes, se
recombinando. A interferéncia ¢ resultado dessa recombinagdo. Uma parte desta radiagao
volta para a fonte de radiagdo e o raio que migra em dire¢do a amostra e depois para o
detector ¢ denominado radiagdo transmitida. O interferograma é obtido como constru¢des ou
interferéncia destrutiva a partir da radiagdo monocromatica de comprimento de onda A,
considerando a diferenca do caminho 6ptico 8, a partir da movimentacao do espelho movel

(BARBOSA, 2013).

Posteriormente, os espectros sao obtidos no computador, em programa especifico que
auxiliam assim na manipulagdo dos espectros. O uso deste equipamento oferece como
vantagem, a diminui¢do da intensidade dos ruidos devido a maior poténcia de radiacdo que
atinge o detector. Sendo assim, ¢ possivel obter espectros mais rapidos com elevado poder de

resolugdo (VIANA, 2018).
3.5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho Préximo

O infravermelho proximo (near infrared — NIR) é a denominag¢do dada a regido do
espectro eletromagnético que possui comprimentos de onda maiores que a regido do espectro
visivel (LIMA, BAKKER, 2011). A espectroscopia no infravermelho préximo usa a regiao
infravermelha do espectro eletromagnético no niimero de onda entre 14290 cm™! — 4000 ¢cm™!
(750 nm — 2500 nm). Os espectros podem ser gravados em modos de reflexdo, transmissao ou
de interagdo, fornecendo informagdes quimicas e fisicas complexas. Uma das principais
vantagens dessa técnica ¢ o fato de ndo necessitar de preparacdo da amostra, ndo sofrer

interferéncia da agua presente nos alimentos, fazendo com que possam ser realizadas analises
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de produtos com alta umidade, ndo necessitar de reagentes e o tempo de analise pode ser de

apenas alguns segundos (COSTA, 2000; PEREIRA etal., 2020).

A espectroscopia de infravermelho proximo possui baixa energia e a sua interagdo com
a matéria produz apenas transicdes e excitacdo dentro do mesmo estado fundamental de
vibracdo. As bandas de absor¢ao mais proeminentes que ocorrem na regiao do NIR estdo

relacionadas com as alteragdes do momento dipolar de uma molécula (bandas de combinagao,

overtones) (COSTA, 2000).

O modo de reflectancia permite uma relagdo entre a intensidade da luz refletida pela
amostra e a refletida por uma superficie refletora de fundo ou de referéncia. O NIR pode
penetrar até uma profundidade substancial no interior da amostra, onde pode ser absorvida
pelas combinagdes de vibragdes e ressondncias parciais das substancias em analise presentes

na amostra. A radiagdo ndo absorvida ¢ refletida pela amostra para o detector (COSTA, 2000).
3.5.2.2 Espectroscopia no Infravermelho Médio

A Espectroscopia no Infravermelho Médio (mid infrared — MIR) tem sido amplamente
utilizada em andlises de leite e derivados, por apresentar grandes vantagens em relacdo a
outras técnicas analiticas, fornecendo informagdes de frequéncias e absorcdo de diversas
determinagdes em uma Unica amostra sem a necessidade de tratamento prévio, rapidez, e nao

destruindo a mesma (REID et al., 2005; BORIN et al., 2006).

A regido denominada infravermelho médio apresenta nimero de ondas entre 4000 cm™!
a 400 cm™! (ou 2500 nm — 25000 nm), sendo a mais utilizada para a caraterizagdo de

compostos organicos, ao invés de linhas apresenta bandas de absor¢ao, pois cada mudancga de
nivel esta associada a transigoes rotacionais (BARBOSA, 2013; PEREIRA etal., 2020).

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 ¢ uma
técnica ndo destrutiva que permite obter espectros no infravermelho de amostras nos estados

liquidos, solidos insoltveis, filmes, adesivos, pds, pastas, entre outros (SKOOG, 2017;
PEREIRA etal., 2020).

Esta técnica tem por principio o fato de que quando um feixe de radiacdo passa do
cristal de ATR para a amostra, onde ha diferenga de indices de refragdo, ocorre uma reflexao.

A radia¢do penetrante na amostra ¢ conhecida como onda evanescente, esquematizada na
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Figura 6. A fracdo 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 daradiacdo incidente (SILVERSTEIN, 2012).

Figura 6 — Representacdo esquematica da ATR.
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Fonte: LUIZ (2019a)

No processo de reflexdo ocorre a atenuagdo do feixe em comprimentos de onda
correspondentes as bandas de absor¢ao. A profundidade de penetragdo da radiagdo incidente
pode variar de uma fracdo até varios comprimentos de onda, fator dependente do
comprimento de onda da radiagdo incidente, dos indices de refragdo dos dois materiais e do

angulo do feixe incidente em relagdo a interface (LARKIN, 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 radiagdo penetra apenas alguns micrOmetros na amostra (SKOOG,

2017).

A andlise espectroscopica ¢ baseada na energia vibracional dos atomos de uma molécula
e o espectro gerado ¢ registrado por meio de um feixe de luz infravermelho. A intensidade de

cada pico corresponde a frequéncia de vibragdo presente na amostra, permitindo determinar

grupos funcionais (FERRAO et al, 2007; PAVIA et al., 2015; PEREIRA et al., 2020).

O espectro de um grupo funcional representa uma impressao digital tinica, pois cada
molécula tem seu espectro caracteristico, sendo os picos correspondentes as frequéncias de
vibragcdes entre os atomos, € a sua altura corresponde a quantidade de uma amostra
(quantitativa), configurando assim um método preciso tanto para identificacdo de diferentes

tipos de amostras (qualitativa) quanto para confirmagdo de uma possivel falsificagdo

(MORGANO et al.,2005; LUO et al., 2006; CASSOLI etal., 2011).
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3.6 Quimiometria

A quimiometria ¢ uma area de aplicacdo de métodos estatisticos € matematicos com o
intuito de resolver problemas de origem quimica. Com o desenvolvimento crescente das
técnicas instrumentais, tornam—se necessarios tratamentos de dados mais complexos do ponto
de vista matematico e estatistico, a fim de relacionar os sinais obtidos com os resultados

desejados (FERREIRA et al., 1999).

A quimiometria, no sentido estrito, comegou formalmente na primeira metade da
década de 70,mas so se firmou definitivamente quando o computador—porsi s6 ou
como componente de instrumentos de medi¢do —invadiu o laboratério quimico. No
sentido amplo, hd quem argumente que a combinag¢do de quimica com estatistica
comegou muito antes, com os trabalhos do quimico cervejeiro que se denominava
Student, o do famoso teste t. Apesar da politica de informatica conservadora
adotada pelo governo brasileiro na época,a invasdo doscomputadoresndo demorou

aalcancaroslaboratoriosnacionais (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006,p. 1).

Nessas técnicas instrumentais, geralmente, sdo obtidas informagdes de uma grande
quantidade de sinais (curvas, picos) que podem ser tratados para uma possivel quantificacdo
das varias espécies presentes, por isso, muita énfase tem sido dada aos sistemas multivariad os,
nos quais se podem medir muitas varidveis simultaneamente, ao se analisar uma amostra
qualquer. A conversdo da resposta instrumental no dado quimico de interesse nesses sistemas

requer a utilizagdo de técnicas de estatistica multivariada (FERREIRA ez al., 1999).

“As ferramentas quimiométricas sdo veiculos que podem auxiliar os quimicos a se
moverem mais eficientemente na diregao do maior conhecimento". Isto nos leva a

uma definicdo formal de quimiometria: "... uma disciplina quimica que emprega

métodos matematicos e estatisticos para planejar ou selecionar experimentos de
forma otimizada e para fornecero maximo de informagado quimica com a analise dos

dadosobtidos" (KOWALSKI, SEASHOLTZ, 1991,p.1).

De acordo com Ferreira et al. (1999) a quimiometria envolve diferentes métodos, como:
otimizagdo de experimentos, de validacdo de metodologias analiticas; planejamento de
experiéncias; ajuste de curva; processamento de sinal; andlise de fatores e calibragdo

multivariada. A analise de dados multivariados conta com diversas técnicas. Dentre elas,

pode—se citar a analise dos componentes principais (PCA).
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3.6.1 Analise dos componentes principais

A andlise em componentes principais € uma técnica de analise multivariada introduzida
pelo estatistico Karl Pearson em 1901 e uma descricdo de métodos computacionais foi
desenvolvida mais tarde por Hotelling em 1933 com a finalidade de analisar as estruturas de
correlagio. E uma técnica que transforma linearmente um conjunto original de variaveis,
inicialmente correlacionadas entre si, num conjunto substancialmente menor de variaveis nao
correlacionadas que contém a maior parte da informagdo do conjunto original: os

componentes principais (HONGYU etal., 2016).

O principal objetivo da PCA ¢ a reducdo do numero de componentes, de forma a
explicar a variabilidade dos dados, aumentando a interpretabilidade. Esta redugdo ¢ obtida
uma vez que as variaveis originais estao correlacionadas, ao passo que as componentes
principais sao nao correlacionadas. Estas novas varidveis (componentes principais) sao uma
combinacdo linear das varidveis originais, com uma ordem decrescente de importancia

(JOHNSON; WICHERN, 1998; HONGYU etal., 2016).

Segundo Luiz (2019a), para a obtencao da mesma:

Faz—se uma rotagdo no eixo do conjunto de variaveis, de modo que uma de suas
componentes tenha a mesma dire¢do de maior variabilidade, e a segunda
componente (ortogonala primeira) tenha a segunda maiorvariabilidade,e assim por
diante. Assim, com a rotacdo passamosa terum novo sistema de coordenadasaonde
seus eixos principais tém as mesmas dire¢des de maxima variabilidade. APCAéa
projecao desses componentes principais, onde reduz—se o conjunto de variaveis nos
dadosem varidveis menores. A importdncia de um componente principal é expressa
em termos de variancia, Aonde a primeira componente principal (PC1) explica a
maioria da varidncia envolvida nos dados, o segundo componente (PC2) a segunda

maiorvariancia, e assim por diante (LUIZ, 2019,p. 53).

De acordo com Souza e Poppi (2012), a andlise de componentes principais (PCA) ¢é
uma das metodologias mais relevantes na quimiometria, visto que, a mesma ¢ a base de varios
métodos de reconhecimento de padrdes, além de classificagdo e calibragdo multivariad a.
Desse modo, a PCA ¢ usada com principal objetivo de visualizar estruturas dos dados, de
modo que, permita encontrar similaridades entre as amostras, assim como, detectar amostras

andmalas e detectar a dimensionalidade do conjunto de dados.
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Tendo em vista a problematica citada, h4 a necessidade de novas pesquisas para avaliar
a utilizacdo de metodologias analiticas quantitativas e qualitativas por meio de Espectroscopia
no Infravermelho Médio e Proximo por Transformada de Fourier (FTIR) para andlise de
residuos de medicamentos antiparasitarios bovinos em leite cru, de maneira rapida e precisa

dentro dos parametros pré—estabelecidos pela legislacao vigente.
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4. MATERIAL E METODOS

As andlises fisico—quimicas do leite, bem como as de espectroscopia FT-NIR e FT—
MIR foram realizadas no Laboratério de Produtos e Processos (LPP) e no Laboratorio de
Espectroscopia de Materiais (LEM), localizados no Departamento de Fisica da Universidade

Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

4.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de leite cru provenientes de vacas controle, ou seja, livres de
medicamentos veterinarios, coletadas no més de outubro e novembro de 2021 denominadas:
amostra controle—1 e amostra controle—2. Estas foram obtidas no Campo Experimental da
Embrapa Gado de Leite, localizado no municipio de Coronel Pacheco, Minas Gerais. Apos a
ordenha, as amostras de leite cru foram armazenadas e mantidas refrigeradas a 4,0 °C até
serem analisadas. Posteriormente a andlise fisico—quimica foi realizada e em seguida foi
realizada a simulagdo da contaminagdo com os medicamentos veterinarios (leite cru

contaminado).

4.2 Analises fisico-quimicas das amostras

Todas as amostras foram submetidas a andlises fisico—quimicas com a finalidade de
verificar sua conformidade com os padrdes estabelecidos pela legislagcao vigente (FAO, 2017;
BRASIL, 2018a).

Nesta etapa, em cada amostra foram verificados: crioscopia, pH, acidez titulavel,

gordura, proteina, lactose e solidos totais. Cada medida foi feita em triplicata. Para

determinar o ponto de fusdo das amostras de leite utilizou—se o crioscopico eletronico digital
MK 540 Flex da ITR, a acidez titulada foi obtida pelo método de solu¢ao Dornic, para a
medida de pH utilizou—se o pHmetro de bancada AT355. Ja as medidas de gordura, proteina,
lactose e solidos foram realizadas no Lactoscope da Delta Instruments. Todas as solugdes e

indicadores utilizados foram adquiridos na Macal¢ LTDA.
4.3 Simula¢ao da contaminacio das amostras

Para fins de detecgdo de residuos de medicamentos veterinarios em leite utilizaram—se
amostras de leite cru (controle), medicamento antiparasitario puro ¢ amostras de leite cru
contaminadas com os medicamentos antiparasitarios. Tanto o leite cru, quanto o

medicamento antiparasitario puro foram analisados isoladamente. Apos, cada medicamento
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utilizado foi primeiramente diluido em &gua destilada, e posteriormente, parte desta diluicao
foi adicionada em 100 mL de leite cru, a fim de alcancar a concentragao desejada do
principio ativo no leite. Desta forma, a figura 7 representa a dissolu¢do usada neste trabalho

(LUIZ, 2019a).

Figura 7 — Representacao da simulagdo de contaminagao da amostra.

,0mL _ LOmL 1,0 mL

N N
3 — 3 [oim

Agua .
destilada destilada Leite Cru
100 mL 100 mL 100 mL

Fonte: Adaptado de Luiz (2019a)

Deve-se considerar que nos antiparasitarios abamectina, ivermectina e doramectina para
cada 100 mL do medicamento ha 1 g de principio ativo, e na eprinomectina para cada 100 mL
do medicamento ha 2 g do principio ativo, visto que os mesmos apresentam também em sua
composi¢do excipientes. Considerando também que a densidade da agua é 1 g/cm? temos que
1 litro (L) de agua é equivalente a 1 Kg, logo 1g = 103 Kg. Tém-se como resultado na
diluigdo acima 10 x 1076 x 103 = 10, este ultimo sendo equivalente a 10 ppb. Entio seguindo
este raciocinio, em 0,1 mL do principio ativo temos 10 ppb, 0,15 mL do principio ativo temos
15 ppb em 0,2 mL do principio ativo temos 20 ppb. Lembrando que 10 ppb sdo equivalentes a
10 pg/L para a abamectina, 15 ppb sdo equivalentes a 15 pug/L para doramectina, 10 ppb sdo
equivalentes a 10 pg/L para ivermectina ¢ 20 ppb sdo equivalentes a 20 pg/L para

eprinomectina (LUIZ, 2018; BRASIL,2019d).

Para a simula¢do do leite contaminado com doramectina, cada amostra foi preparada
adicionando—se a medicacdo no leite, por meio de uma micropipeta LabMate, as seguintes
proporgoes: 15 ppb, 20 ppb, 30 ppb, 40 ppb e 50 ppb, respectivamente, ou seja, o LMR
exigido pela legislacdo, bem como o aumento das concentracdes do principio ativo.
Posteriormente foi seguido o mesmo passo de simulacio de contaminacdo das amostras,

contudo, desta vez, diminuindo a concentragdo do principio ativo para que desta forma fosse
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avaliada a sensibilidade de deteccdo da técnica utilizada. Sendo assim, para tal foram

utilizadas as seguintes proporg¢des: 08 ppb, 06 ppb, 04 ppb e 02 ppb.

Em seguida, simulou—se a contaminacdo do leite cru com outros medicamentos,

contudo no LMR respectivo de cada um e em concentragdes abaixo do LMR.

4.4 Analise usando o método FT-NIR e FT-MIR

Para o método FT-NIR as analises qualitativas das amostras foram realizadas com o
Analisador Multi Proposito FT-NIR da Bruker (Figura 8), operando no modo de refletancia
na faixa de 14.000 a 4.000 cm™' de numeros de onda. As amostras foram colocadas em
cubetas e em seguida cada analise foi realizada em triplicata com 32 varreduras (scans) para
amostras simuladas e controle. J4 para o método FT-MIR as andlises qualitativas das
amostras foram realizadas no Analisador Vertex 70 da Bruker (Figura 9), operando no modo
de absorbancia na faixa de 4.000 a 400 cm™! de niimero de onda. Para tal, foi utilizada uma
micropipeta LabMate, com a finalidade de pipetar 1 gota da amostra para ser colocada na
lente do equipamento. Em seguida cada analise foi realizada em triplicata com 32 varreduras
(scans) para amostras simuladas e controle. Tais métodos foram utilizados tanto para as
amostras de leite cru (controle), medicamento antiparasitario puro ¢ amostras de leite cru
contaminadas com os medicamentos antiparasitarios. O software OPUS® versdo 6.5 foi

utilizado para a aquisi¢ao de dados.

Figura 8§ — Analisador Multi Propdsito FT-NIR da Bruker
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Figura 9 — Analisador Vertex 70 FT-MIR da Bruker

Fonte: CARDOSO (2016).

4.5 Analise estatistica dos dados

Os espectros foram feitos e analisados com o software OriginPro® 2021 versdo
estudante. J4 as andlises de componentes principais foram conduzidas pelo software The

Unscrambler® versido 9.2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analises fisico—quimicas do leite cru refrigerado

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para as analises fisico—quimicas, comparando
os valores encontrados para as amostras de leite cru, com os valores de referéncia adotados

pela legislagao vigente BRASIL (2018a).

Tabela 6 — Valores médios das andlises fisico—quimicas das amostras de leite cru.

Analise Valores encontrados Valores encontrados Valores de referéncia
Amostra controle—1 Amostra controle—2

Crioscopia -0,539 °H - 0,489 °H (—0,550 a—0,530) °H

Acidez 0.15 g de acido latico 0.17 g de 4cido latico 0.14 20,18 g deacido

Titulavel por 100 mL de leite por 100 mL de leite latico por 100 mL de

leite

pHa 15,7 °C 6,74 6,70 (6,60 a 6,80)

Gordura 5,08% 3,31% >3,00%

Proteina 3,59 % 2,97% >2,90%

Lactose 4,56% 4,33% >4,30%

Solidos 13,23 % 10,64% >11,40%

Totais

Fonte: BRASIL (2018a)

Nota—se que a amostra controle—1 encontra—se dentro do padrio aceitavel para um leite
de o6tima qualidade. J4 a amostra controle—2 apresentou indice de crioscopia maior ao
exigido pela legislagdo. Contudo, tal fato foi justificado por um problema na linha de
canalizacdo que leva o leite para o tanque, na qual uma pequena quantidade de agua residual,
apods sua lavagem, nao foi descartada antes da realizagdo da ordenha e, consequentemente,
acumulou no tanque. Porém, como o procedimento experimental ndo envolvia a participagao
do consumo deste leite por humanos e as andlises espectroscopicas ndo foram afetadas nas

medidas posteriores, decidiu—se por utilizar essa amostra.
5.2 Analises espectroscopicas por FT-MIR e FT-NIR

5.2.1 Abamectina

Nesta subsegao sdao apresentados os resultados das analises espectroscopicas por FT—

MIR e FT-NIR referentes a amostra de leite cru, medicamento antiparasitario abamectina

puro e a simulagdo da contaminagao do leite cru com abamectina.

As figuras 10 e 11 apresentam o resultado obtido pela analise espectroscopica por FT—
MIR e FT-NIR, respectivamente, da abamectina pura. Esta analise espectral serviu para

acompanhar o comportamento da curva da abamectina e em qual faixa de nimero de onda
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houve variacao.

Figura 10 — Espectro por FT-MIR referente ao medicamento antiparasitario

abamectina pura.
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Na figura 10 o eixo horizontal representa o nimero de onda dentro da faixa do
infravermelho médio, enquanto que o eixo vertical se refere a absorcdo. Através deste
espectro observa—se que o pico mais influente da abamectina pura esta na banda de 1100 cm™
'devido a ligagdo C-O-C de éster, contudo, também apresenta picos de menor intensidade
em 980 cm™! devido a ligagdo CH=CH2; 1380 cm !devido a ligagio C-OH; 1456 cm™!
devido a ligagdo C-H; 2350 cm™! a 2400 cm™! devido a banda de CO2; 2932 cm™! devido a
ligagdo CH2 e CH3 a 2964 cm! devido a ligagdo C—H; e 3482 cm™! devido a ligagdo O-H
(BARBOSA, 2013).
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Figura 11 — Espectro por FT-NIR referente ao medicamento antiparasitario abamectina
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Na figura 11 o eixo horizontal representa o nimero de onda dentro da faixa do
infravermelho proximo, enquanto que o eixo vertical se refere a reflectancia. Através deste
espectro, observa—se que as bandas mais influentes da abamectina pura estdo nas bandas de

7750 cm ! ¢ 9000 cm !, ambas devido a ligagdes C—H (BARBOSA, 2013).

As figuras 12 e 13 representam o resultado obtido pela anélise espectroscopica por FT—
MIR para a simulagdo do leite contaminado com abamectina, sendo utilizada como referéncia
a amostra de leite cru controle e as seguintes proporgdes de abamectina: 10 ppb, 08 ppb, 06

ppb, 04 ppb e 02 ppb, respectivamente. Sendo a figura 13 (a) e (b) uma ampliagao para fins de

visualizacao.

Figura 12 — Espectro por FTI-MIR referente ao leite cru (controle), abamectina no

LMR e abaixo da concentra¢do permitida.
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Figura 13 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), abamectina no LMR

e abaixo da concentragdo permitida ampliada (a)
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Nota—se através da figura 13 (a) uma diminui¢do de intensidade entre o leite cru e a
abamectina, bem como a diminui¢do entre as concentracdes de abamectina. Observa—se que
os picos de absorgdo ocorreram entre as bandas de 918 cm™! a 1477 ¢cm!. Podem ser
identificadas absorgdes em 918 cm™! devido a ligagio C—O—C correspondente a lactose; em
900 cm! a 980 ¢cm! correspondente a melatonina; entre 970 cm™! a 1200 cm™! devido a
ligagdo P-O-C + PO2 correspondente aos fosfolipideos; 1060 cm™! a 1100 cm™! devido a
ligagdo O= alongamento P-O, e em 1230 cm™! a 1300 cm™! devido grupamento amida III,
ambos correspondentes a caseina; em 1400 cm! a 1477 ¢cm™! devido um trecho C-H
correspondente aos lipideos (PEREIRA et al., 2020). E possivel observar uma diferenciagao
entre o espectro da amostra de leite cru e da amostra contaminada com abamectina no LMR,
principalmente entre a banda de 1400 cm™' a 1477 em™!, tal trecho é correspondente a

ligagdes C—H correspondente aos lipideos.
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Figura 13 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), abamectina no

LMR e abaixo da concentra¢ao permitida ampliada (b).
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Nota—se através da figura 13 (b) uma diminui¢do de intensidade entre o leite cru e a
abamectina, bem como a diminuicdo entre as concentracdes de abamectina. Observa—se que
os picos de absor¢do ocorreram entre as bandas de 2350 cm~! a 2400 cm! correspondente a
CO2 e em 2800 cm™! a 2981 cm™! devido ao estiramento C=0 correspondente a gorduras e
2850 cm! e 2925 cm! correspondente aos triglicerideos (PEREIRA et al., 2020). E possivel
observar através deste espectro uma diferenciagdo entre o espectro da amostra de leite cru e da
amostra contaminada com abamectina no LMR, bem como com a diminui¢do entre
concentragdes de abamectina entre a banda de 2350 cm~! a 2400 cm™!. J4 na banda entre 2850
cm™! e 2925 cm!' ndo houve diferenga significativa, ou seja, ndo foi possivel visualizar a
separagdo das mesmas. Enquanto na banda de 2350 cm! a 2400 cm™! as concentragdes com
06 e 08 ppb mostraram—se presentes entre a amostra de leite cru e o leite cru com abamectina
no LMR, as concentragdes com 02 e 04 ppb tenderam a ficar muito proximas do leite cru, o
que ja era esperado, porém, a concentracdo com 04 ppb nao seguiu o padrdo das demais. Tal
fato pode ter ocorrido pela ndo homogeneizagdo da mistura, no momento da analise

experimental.
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As figuras 14 e 15 representam o resultado obtido pela anélise espectroscopica por FT—

NIR para a simulagao do leite contaminado com abamectina, sendo utilizada como referéncia

a amostra de leite cru controle e as seguintes propor¢des de doramectina: 10 ppb, 08 ppb, 06

ppb, 04 ppb e 02 ppb, respectivamente. Sendo a figura 15 uma ampliagdo para fins de

visualizacao.

Figura 14 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), abamectina no LMR

e abaixo da concentracao permitida.
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Figura 15 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), abamectina no LMR
e abaixo da concentragdo permitida ampliada em uma determinada regido.
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Nota—se através da figura 15 a diminui¢do de intensidade entre o leite cru e a
abamectina, bem como a diminui¢do entre as concentra¢des de abamectina. Observa—se que o
pico de absor¢do mais influente ocorreu na banda de 8000 cm™' devido a ligagdo C-H
correspondente aos lipideos. Contudo, também apresenta picos de menor intensidade em 5650
cm! e 6000 cm!; em 5650 cm! correspondente ao 1° tom do trecho C—H em 5555 cm™! a
6060 cm™! devido a proteinas do soro do leite, em 6000 cm~! correspondente a uma ligagdo

C-Heem 5600 cm!a 6150 cm™! correspondente aos lipideos (PEREIRA et al., 2020).

Através dos espectros acima, observa—se que houve diferenciacdo entre o espectro da

amostra de leite cru e da amostra contaminada com abamectina no LMR, bem como com a

diminui¢do entre concentragdes de abamectina.

5.2.2 Doramectina

Nesta subsegdo sdo apresentados os resultados das andlises espectroscopicas por FT—
MIR e FT-NIR referentes a amostra de leite cru, medicamento antiparasitario doramectina

puro e a simulacao da contaminagao do leite cru com doramectina.

As figuras 16 e 17 apresentam o resultado obtido pela anélise espectroscopica por FT—
MIR e FT-NIR, respectivamente, da doramectina pura. Esta andlise espectral serviu para
acompanhar o comportamento da curva da doramectina e em qual faixa de nimero de onda

houve variacao.

Figura 16 — Espectro por FT-MIR referente ao medicamento antiparasitario

doramectina pura.
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Na figura 16 o eixo horizontal representa o niimero de onda dentro da faixa do
infravermelho médio, enquanto que o eixo vertical se refere a absorcdo. Através deste
espectro percebe—se que os picos mais influentes da doramectina pura estdo nas bandas de
1159 em™! a 1275 cm™! devido a ligagdo C-N alifatico; 1465 cm™! devido a ligagio C-H;
1741 cm™! devido a ligagdo C=0 de éster; 2853 cm™! a 2959 ecm! devido a ligagdo CH> e
CH3. Contudo, também apresenta picos de menor intensidade em 689 cm~! devido a ligagdo

C—H; 2350 cm ! a 2400 cm™! devido a devido a bandade CO2 (BARBOSA, 2013).

Figura 17 — Espectro por FT-NIR referente ao medicamento antiparasitario

doramectina pura.
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Na figura 17 o eixo horizontal representa o nimero de onda dentro da faixa do
infravermelho proximo, enquanto que o eixo vertical se refere a reflectancia. Através deste

espectro, observa—se que as bandas mais influentes da doramectina pura estdo nas bandas de
6100 cm!, 7750 cm ! e 9000 cm !, ambas devido a ligagdes C—H (BARBOSA, 2013).

As figuras 18 e 19 representam o resultado obtido pela andlise espectroscopica por FT—
MIR para a simulagdio do leite contaminado com doramectina, sendo utilizada como
referéncia a amostra de leite cru controle e as seguintes propor¢des de doramectina: 15 ppb,
20 ppb, 30 ppb, 40 ppb e 50 ppb, respectivamente. Sendo a figura 19 uma amplia¢ao para fins

de visualizacao.
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Figura 18 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), doramectina no

LMR e acima da concentragcdo permitida.
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Figura 19 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), doramectina no

LMR e acima da concentragdo permitida ampliada em duas regioes.
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Nota—se através da figura 19 um aumento de intensidade entre o leite cru e a
doramectina, bem como o aumento entre as concentracdes de doramectina. Observa—se que os
picos de absor¢do ocorreram entre as bandasde 918 cm~'a 1564 cm! € 2800 cm™! a 2981 cm™
. Na primeira, podem ser identificadas absor¢des em 918 cm™! devido a ligagio C-O-C
correspondente a lactose; em 900 cm™! a 980 cm™! correspondente a melatonina; entre 970

cm!a 1200 cm™! devido a ligagdo P-O-C + POz correspondente aos fosfolipideos; 1060 cm!
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a 1100 cm! devido a ligagdo O= alongamento P-O, em 1230 cm™! a 1300 cm™!' devido
grupamento amida III, 1520 cm™! a 1560 cm™! devido a flexio N-H e estiramento C—N,
ambos correspondentes a caseina; em 1400 cm™' a 1477 cm! devido um trecho C-H
correspondente aos lipideos e em 1520 cm™! a 1564 cm™! correspondente a proteinas. A regido

de 2350 cm™'a 2400 cm! correspondente a CO». (PEREIRA et al., 2020).

Ja na segunda banda podem ser identificados picos de absor¢des em 2800 cm™! a 2981
cm™! devido ao estiramento C=O correspondente a gorduras e 2850 cm™! e 2925 cm™!
correspondente aos triglicerideos. De forma geral, pode—se dizer que tais dados apresentam
bandas bem definidas para grupos funcionais que fazem parte da composicdo do leite e

corrobora com o que foi compilado por Pereira et al. (2020)

As figuras 20 e 21 representam o resultado obtido pela andlise espectroscopica por FT—
NIR para a simulacdo do leite contaminado com doramectina, sendo utilizada como referéncia
a amostra de leite cru controle e as seguintes propor¢des de doramectina: 15 ppb, 20 ppb, 30

ppb, 40 ppb e 50 ppb, respectivamente. Sendo a figura 21 uma ampliagdo para fins de

visualizagao.

Figura 20 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), doramectina no LMR

e acima da concentragdo permitida.
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Figura 21 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), doramectina no LMR

e acima da concentragdo permitida, ampliada em uma determinada regido.
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Nota—se através da figura 21 um aumento de intensidade entre o leite cru e a

doramectina, bem como o aumento entre as concentracdoes de doramectina. Observa—se que o

pico de absor¢do mais influente ocorreu na banda de 8000 cm~!' devido a ligagdo C-H

correspondente aos lipideos. Contudo, também apresenta picos de menor intensidade em 5650

cm™! e 6000 cm!; em 5650 cm! correspondente ao 1° tom do trecho C—H em 5555 cm™! a

6060 cm! devido a proteinas do soro do leite, em 6000 cm~! correspondente a uma ligagdo

C-Hem 5600 cm™!a 6150 cmi! correspondente aos lipideos (PEREIRA et al., 2020).

As figuras 22 e 23 representam o resultado obtido pela analise espectroscopica por FT—

MIR para a simulagdo do leite contaminado com doramectina, sendo utilizada como

referéncia a amostra de leite cru controle e as seguintes propor¢des de doramectina: 15 ppb, 8

ppb, 6 ppb, 4 ppb e 2 ppb, respectivamente, ou seja, diminuindo a concentracdo da

doramectina. Sendo a figura 23 uma ampliacdo para fins de visualizagao.
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Figura 22 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), doramectina no

LMR e abaixo da concentracao permitida.
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Figura 23 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), doramectina no

LMR e abaixo da concentragao permitida, ampliada em uma regiao.
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Nota—se através da figura 23 uma diferenciacdo entre o espectro da amostra de leite cru
e da amostra contaminada com doramectina no LMR. Porém, apesar da diminui¢do entre
concentracdes de doramectina encontrar—se dentro da faixa esperada, ndo foi possivel
diferenciar uma das outras, exceto a concentracdo com 08 ppb que ficou fora do padrao das
demais. Tal fato pode ter ocorrido pela ndo homogeneizagdo da mistura, no momento da

analise experimental. Observa—se que os picos de absor¢do ocorreram entre as bandas de 1050
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cm ! a 1450 cm!. Entre 1050 cm™' a 1200 cm! devido a ligagio P-O-C + PO>
correspondente aos fosfolipidios; 1060 cm™ a 1100 cm! devido a ligagdo O= alongamento
P-O, e em 1230 cm™! a 1300 cm™! devido grupamento amida III, ambos correspondentes a

caseina; em 1400 cm! a 1450 cm™! devido um trecho C—H correspondente aos lipideos. A

regido de 2350 cm~!a 2400 cm! correspondente a CO2 (PEREIRA et al., 2020).

A figura 24 (a) e (b) representa o resultado obtido pela analise espectroscopica por FT—
NIR para a simulagdo do leite contaminado com doramectina, sendo utilizada como referéncia
a amostra de leite cru controle e as seguintes proporgdes de doramectina: 15 ppb, 08 ppb, 06

ppb, 04 ppb e 02 ppb respectivamente, ou seja, diminuindo a concentra¢do da doramectina.

Sendo a figura 24 (b) uma ampliacdo para fins de visualizagao.

Figura 24 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), doramectina no LMR

e abaixo da concentragdo permitida (a)
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Figura 24 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), doramectina no LMR

e abaixo da concentragao permitida (b)
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Nota—se que através da figura 24 (a) e (b) a diminui¢ao de intensidade entre o leite cru e
a doramectina, bem como a diminui¢cdo entre as concentragdes de doramectina. Observa—se
que o pico de absor¢dao mais influente ocorreu na banda de 8000 cm—1 devido a ligagdo C—H
correspondente aos lipideos. Contudo, também apresenta picos de menor intensidade em 5650
cm! e 6000 cm!; em 5650 cm! correspondente ao 1° tom do trecho C—H em 5555 cm™! a

6060 cm™! devido a proteinas do soro do leite, em 6000 cm~! correspondente a uma ligagdo

C-Heem 5600 cm!a 6150 cm™! correspondente aos lipideos (PEREIRA et al., 2020).

Através dos espectros acima, observa—se que houve diferenciacdo entre o espectro da

amostra de leite cru e da amostra contaminada com doramectina no LMR, bem como com a

diminuicao entre concentracdes de doramectina.

5.2.3 Ivermectina

Nesta subse¢do sao apresentados os resultados das andlises espectroscopicas por FT—

MIR e FT-NIR referentes a amostra de leite cru, medicamento antiparasitdrio ivermectina

puro e a simulagdo da contaminagao do leite cru com ivermectina.

As figuras 25 e 26 apresentam o resultado obtido pela analise espectroscopica por FT—
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MIR e FT-NIR, respectivamente, da ivermectina pura. Esta andlise espectral serviu para
acompanhar o comportamento da curva da ivermectina ¢ em qual faixa de numero de onda

houve variagao.

Figura 25 — Espectro por FT-MIR referente ao medicamento antiparasitario

ivermectina pura.

ivermectina|

0,51

0,4

0,31

0,2 4

absorbancia (u.a.)

0,14

0,04

T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

ndmero de onda (cm™)

Na figura 25 o eixo horizontal representa o niimero de onda dentro da faixa do
infravermelho médio, enquanto que o eixo vertical se refere a absorcdo. Através deste
espectro observa—se que o pico mais influente da ivermectina pura estd na banda de 1186
cm™! devido a ligagdio C—O-C de éster ciclico (macrociclico). Contudo, também apresenta
picos de menor intensidade em 690 cm™! devido a ligagdo C—H; 980 cm™! devido a ligagio
CH=CH2; 1100 cm™! devido a ligagdo C—O—C de éster; 1380 cm 'devido a ligagdo C—OH a
1456 cm™! devido a ligagdo C—H; 2350 cm ! a 2400 cm™! devido a banda de CO2;2932 ¢m™!
devido a ligagdo CH2 e CH3z a 2964 cmi! devido a ligagdo C-H; e 3482 cm! devido a
ligacdo O—H (BARBOSA, 2013).



64

Figura 26 — Espectro por FT-NIR referente ao medicamento antiparasitario

ivermectina pura.
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Na figura 26 o eixo horizontal representa o nimero de onda dentro da faixa do
infravermelho proximo, enquanto que o eixo vertical se refere a reflectancia. Através deste

espectro observa—se que as bandas mais influentes da ivermectina pura estao nas bandas de

7750 cm ! ¢ 9000 cm !, ambas devido a ligagdes C—H (BARBOSA, 2013).

As figuras 27 e 28 representam o resultado obtido pela anélise espectroscopica por FT—
MIR para a simulagdo do leite contaminado com ivermectina, sendo utilizada como referéncia
a amostra de leite cru controle e as seguintes propor¢des de ivermectina: 10 ppb, 08 ppb, 06
ppb, 04 ppb e 02 ppb, respectivamente. Sendo a figura 28 (a) e (b) uma ampliagao para fins de

visualizacao.

Figura 27 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), ivermectina no

LMR e abaixo da concentragao permitida.
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Figura 28 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), ivermectina no LMR

e abaixo da concentragdo permitida ampliada (a)
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Nota—se através da figura 28 (a) uma diminui¢do de intensidade entre o leite cru e a
ivermectina, bem como a diminui¢do entre as concentragdes de ivermectina. Observa—se que
os picos de absor¢do ocorreram entre as bandas de 918 cm™! a 1477 cm!. Podem ser
identificadas absor¢des em 918 cm™! devido a ligagdo C—O—C correspondente a lactose; em
900 cm™!' a 980 cm! correspondente a melatonina; entre 970 cm™! a 1200 cm™! devido a
ligagio P-O-C + PO: correspondente aos fosfolipideos; 1060 cm™! a 1100 cm™! devido a
ligagdo O= alongamento P-O, em 1230 cm™! a 1300 cm™! devido grupamento amida III,
ambos correspondentes a caseina; € em 1400 cm™!' a 1477 cm™!' devido um trecho C-H

correspondente aos lipideos (PEREIRA et al., 2020).

E possivel observar através deste espectro uma diferenciagdo entre o espectro da
amostra de leite cru e da amostra contaminada com ivermectina no LMR, bem como com a
diminui¢do entre concentragdes de ivermectina. Contudo, a separacdo das concentracdes nao
ocorreu da forma esperada, ou seja, entre a amostra de leite cru e leite cru com ivermectina

no LMR.
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Figura 28 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), ivermectina no

LMR e abaixo da concentragao permitida ampliada (b)
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Nota—se através da figura 28 (b) uma diminui¢do de intensidade entre o leite cru e a
ivermectina, bem como a diminuigdo entre as concentragdes de ivermectina. Observa—se que
os picos de absor¢do ocorreram entre as bandas de 2800 cm! a 2981 ¢cm! devido ao

estiramento C=0O correspondente a gorduras e 2850 cm™! e 2925 cm™! correspondente aos
triglicerideos (PEREIRA et al., 2020).

E possivel observar através da figura 28 (a) e (b) uma diferenciagio entre o espectro da
amostra de leite cru e da amostra contaminada com ivermectina no LMR, bem como com a
diminui¢do entre concentragdes de ivermectina. Contudo, enquanto as concentragdes com 02
e 04 ppb mostram—se presentes entre a amostra de leite cru e o leite cru com ivermectina no
LMR, as concentragdes com 06 ¢ 08 ppb tenderam a ficar tdo proximas do LMR que a
separagdo destas ndo ocorreu da forma esperada, ou seja, entre a amostra de leite cru e leite

cru com ivermectina no LMR.

Alguns fatores podem ter influenciado para este resultado, tais como: erro experimental,
erro na diluigdo das concentragdes ¢ a nao homogeneidade da mistura leite mais
medicamento. Em todo o experimento ha possibilidade de acontecer erros e embora o
experimento tenha sido realizado com acuidade, ndo podemos descartar tal hipotese. Contudo,

descarta—se a possibilidade de erro na preparacdo e dilui¢do das concentragdes, pois como



67

sera visto mais adiante, figura 30, as concentragdes menores que o LMR ficaram entre as

amostras de leite cru e/ou proximas do LMR, mesmo se tratando de um equipamento com

uma sensibilidade menor para este tipo de amostra, quando comparado ao FT-MIR (LUIZ,

2020). A hipdtese mais provavel € que nao tenha ocorrido a total homogeneidade da diluigao

do medicamento adicionado ao leite, de modo que, ao coletar e pipetar determinado volume

no cristal ATR pode ser que tenha selecionado concentragdes diferentes daquelas

supostamente diluidas. Acredita—se que esta ultima hipdtese seja mais provavel porque foi

retirada uma fracao maior do volume total desta diluicao para ser analisada no FT-NIR ¢ esta
apresentou resultados mais proximos do esperado.

A figura 29 e 30 representa o resultado obtido pela andlise espectroscopica por FT-NIR

para a simulacdo do leite contaminado com ivermectina, sendo utilizada como referéncia a

amostra de leite cru controle e as seguintes propor¢des de ivermectina: 10 ppb, 08 ppb, 06

ppb, 04 ppb e 02 ppb respectivamente, ou seja, diminuindo a concentracdo da ivermectina.

Sendo a figura 30 uma ampliagdo para fins de visualizagao.

Figura 29 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), ivermectina no LMR
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Figura 30 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), ivermectina no LMR

e abaixo da concentragdo permitida ampliada.
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Nota—se através da figura 30 a diminui¢do de intensidade entre o leite cru e a
ivermectina, bem como a diminuigdo entre as concentragdes de ivermectina. Observa—se que
o pico de absorcdo mais influente ocorreu na banda de 8000 cm—1 devido a ligagdo C—H
correspondente aos lipideos. Contudo, também apresenta picos de menor intensidade em 5650
cm! e 6000 cm!; em 5650 cm! correspondente ao 1° tom do trecho C—H em 5555 cm™! a
6060 cm! devido a proteinas do soro do leite, em 6000 cm™! correspondente a uma ligagio

C-Heem 5600 cm ! a 6150 cm™! correspondente aos lipideos (PEREIRA et al., 2020).

Através dos espectros acima, observa—se que houve diferenciacdo entre o espectro da

amostra de leite cru e da amostra contaminada com ivermectina no LMR, bem como com a

diminuicao entre concentracdes de ivermectina.
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5.2.4 Eprinomectina

Nesta subse¢@o sdo apresentados os resultados das andlises espectroscopicas por FT—

MIR e FT-NIR referentes a amostra de leite cru, medicamento antiparasitario eprinomectina

puro e a simulagdo da contaminacdo do leite cru com eprinomectina.

As figuras 31 e 32 apresentam o resultado obtido pela analise espectroscopica por FT—
MIR e FT-NIR, respectivamente, da eprinomectina pura. Esta andlise espectral serviu para
acompanhar o comportamento da curva da eprinomectina ¢ em qual faixa de nimero de onda

havia variacao.

Figura 31 — Espectro por FT-MIR referente ao medicamento antiparasitario

eprinomectina pura.
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Na figura 31 o eixo horizontal representa o nimero de onda dentro da faixa do
infravermelho médio, enquanto que o eixo vertical se refere a absor¢do. Através deste
espectro observa—se que o pico mais influente da eprinomectina pura esta na banda de 960
cm! € 970 em!, ambas devido a ligagdo CH=CH; 1160 cm™! devido a ligagio C-O-C de
éster ciclico (macrociclico). Contudo, também apresenta picos de menor intensidade em
1163 cm™! a 1275 cm™! devido a ligagdo C—N alifatico; 1380 cm™!devido a ligagdo C—OH a
1456 cm™! devido a ligagdo C-H; 1660 cm™! devido a ligagdo C=0 de amidas; 2350 cm™! a
2400 cm™! devido a banda de CO2; 2932 cm! devido a ligagio CH2 e CH3 a 2964 cm™!
devido a ligagdo C-H; e 3451 cm™! devido a ligagdio O-H (BARBOSA, 2013).
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Figura 32 — Espectro por FT-NIR referente ao medicamento antiparasitario

eprinomectina pura.
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Na figura 32 o eixo horizontal representa o nimero de onda dentro da faixa do
infravermelho proximo, enquanto que o eixo vertical se refere a reflectancia. Através deste
espectro observa—se que as bandas mais influentes da eprinomectina pura estao nas bandas de
6000 cm!, 7100 cm™!, 7769 cm™!, 8500 cm™! € 9000 cm™!, ambas devido a ligagdes C-H
(BARBOSA, 2013).

As figuras 33 e 34 representam o resultado obtido pela andlise espectroscopica por FT—
MIR para a simulacdo do leite contaminado com eprinomectina, sendo utilizada como
referéncia a amostra de leite cru controle e as seguintes propor¢des de eprinomectina: 20 ppb,

16 ppb, 12 ppb, 08 ppb e 04 ppb, respectivamente. Sendo a figura 34 (a) e (b) uma ampliacao

para fins de visualizagdo.
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Figura 33 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), eprinomectina no

LMR e abaixo da concentragao permitida.
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Figura 34 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), eprinomectina no

LMR e abaixo da concentragdao permitida ampliada (a)
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Nota—se através da figura 34 (a) uma diminui¢do de intensidade entre o leite cru e o
leite adicionado com a eprinomectina no LMR, contudo aumentou a absorbancia como a
diminuicao entre as concentragdes de eprinomectina. Observa—se que os picos de absor¢ao
ocorreram entre as bandas de 918 cm™! a 1477 cm!. Podem ser identificadas absorgdes em

918 cm! devido a ligagio C—-O-C correspondente a lactose; em 900 cm™' a 980 cm!
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correspondente a melatonina; entre 970 cm™! a 1200 cm™! devido a ligagdio P-O-C + PO>
correspondente aos fosfolipideos; 1060 cm™! a 1100 cm™! devido a ligagdo O = alongamento
P-O, em 1230 cm! a 1300 cm™! devido grupamento amida III, ambos correspondentes a
caseina; e em 1400 cm! a 1477 em! devido um trecho C—H correspondente aos lipideos

(PEREIRA et al., 2020).

Figura 34 — Espectro por FT-MIR referente ao leite cru (controle), eprinomectina no

LMR e abaixo da concentragdo permitida ampliada (b)
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Nota—se através da figura 34 (b) uma diminuicdo de intensidade entre o leite cru e o
leite adicionado com a eprinomectina no LMR, contudo aumentou a absorbancia como a
diminui¢do entre as concentracdes de eprinomectina. Observa—se que os picos de absorgdo
ocorreram entre as bandas de 2350 cm™! a 2400 cm™! correspondente ao CO2 € em 2800 cm!
a 2981 cm! devido ao estiramento C=0 correspondente a gorduras, € 2850 cm™! € 2925 cm!

correspondente aos triglicerideos (PEREIRA et al., 2020).

E possivel observar através dos espectros da figura 34 (a) e (b) uma diferenciagdo entre
o espectro da amostra de leite cru e da amostra contaminada com eprinomectina no LMR,
mesmo que pouca, pois estas ficaram bem proximas uma da outra; bem como a diminuigao
entre concentragdes de eprinomectina. Contudo, a separagdo das concentracdes nao ocorreu
da forma esperada, ou seja, entre a amostra de leite cru e o leite cru adicionado com as

concentragdes de eprinomectina abaixo do LMR. Contudo, descarta—se a possibilidade de
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erro na preparagao e diluigdo das concentragdes, pois como serd visto mais adiante na figura
36, as concentragcdes menores que o LMR ficou proxima do LMR, mesmo se tratando de um
equipamento com uma sensibilidade menor para este tipo de amostra, quando comparado ao
FT-MIR (LUIZ, 2020). Sabe—se que a existéncia do radical acetilamino na estrutura quimica
da eprinomectina faz com que a mesma apresente como

caracteristica a alta

hidrossolubilidade, em comparagdo com outras avermectinas que sdo altamente

lipossoluveis. Sabe—se também, que o leite apresenta majoritariamente em sua composicao a
agua (CRUZ, 2016; MOREIRA, 2016). Sendo assim, a hipdtese mais provavel ¢ que devido
a essas carateristicas apresentadas, quanto maior for a concentragdo da eprinomectina, mais
soluvel em 4gua ela estard no meio, fazendo com que o espectro da eprinomectina no LMR
fique mais proximo ao do leite cru. Conforme a concentracdo de eprinomectina vai
diminuindo a mesma vai perdendo suas caracteristicas originais, justificando assim, a
separagdo 0s espectros com as demais concentragdes. Tal fato ocorre, em especifico, nas

bandas entre 1230 cm! a 1300 cm! devido ao grupamento amida III, correspondente a

caseina; e em 1400 cm™! a 1477 cm! devido um trecho C—H correspondente aos lipideos

onde ¢ observado o aumento da absorbancia. Contudo, para confirmar esta hipotese seriam

necessarios estudos complementares.

As figuras 35 e 36 representam o resultado obtido pela analise espectroscopica por FT—
NIR para a simulagdo do leite contaminado com eprinomectina, sendo utilizada como
referéncia a amostra de leite cru controle e as seguintes proporgdes de ivermectina: 20 ppb,

16 ppb, 12 ppb, 08 ppb e 02 ppb, respectivamente. Sendo a figura 36 uma ampliacao para
fins de visualizagao.

Figura 35 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), eprinomectina no

LMR e abaixo da concentragao permitida.
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Figura 36 — Espectro por FT-NIR referente ao leite cru (controle), eprinomectina no

LMR e abaixo da concentragao permitida ampliada.
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Nota—se através da figura 36 a diminuicdo de intensidade entre o leite cru e a
eprinomectina, bem como a diminui¢do entre as concentragdes de eprinomectina. Percebe—se
que o pico de absor¢do mais influente ocorreu nas bandas de 5650 cm~!, 6000 cm™! e 8000
cm~!'. Podem ser identificadas absor¢des em 5650 cm™! correspondente ao 1° tom do trecho
C-H em 5555 cm™!' a 6060 cm™' devido a proteinas do soro do leite, em 6000 cm™!
correspondente a uma ligagdo C—H e em 5600 cm™! a 6150 cm™! ambas correspondentes aos

lipideos, bem como em 8000 cm™!, também correspondente a uma ligagio C—H de lipideos

(PEREIRA et al., 2020).

Através das figuras 35 e 36 observa—se que ndo houve diferenciacdo entre o espectro da
amostra de leite cru e da amostra contaminada com eprinomectina no LMR, bem como com a

diminuicao entre concentracdes de eprinomectina.
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5.3 Analises de componentes principais

Nesta subse¢do sdo apresentados todos os graficos dos scores das andlises dos
componentes principais referentes a amostra de leite cru (controle), medicamentos
antiparasitarios puros e a simulagdo da contaminagdo do leite cru com os medicamentos

antiparasitarios. Posteriormente serdo apresentados os resultados dos mesmos.

5.3.1 Abamectina

Observa—se na figura 37, a andlise dos componentes principais referente aos espectros
da amostra de leite cru (controle), abamectina pura e as seguintes propor¢des de abamectina:
LMR, 08 ppb, 06 ppb, 04 ppb e 02 ppb, respectivamente, ou seja, diminuindo a concentracao

da abamectina.

Figura 37 — Analise dos componentes principais referente ao leite cru (controle),

abamectina pura, no LMR e abaixo da concentragdo permitida.
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Esta andlise permitiu discriminar dois componentes principais, onde o conjunto de
dados experimentais permitiu a constru¢ao de um grafico de scores (Figura 37). Verificou-se
que as componentes PC1 e PC2 descreveram 100% da variagdo total dos dados. A primeira

componente principal (PC1) descreveu 100% da variacdo total e a segunda componente
principal (PC2) 0%.
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5.3.2 Doramectina

Observa—se na figura 38, a andlise dos componentes principais referente aos espectros
da amostra de leite cru controle, doramectina pura e as seguintes propor¢des de doramectina:
50 ppb, 40 ppb, 30 ppb, 20 ppb, LMR, 08 ppb, 06 ppb, 04 ppb e 02 ppb, respectivamente, ou

seja, com aumento e diminui¢do da concentragdo da doramectina.

Figura 38 — Andlise dos componentes principais referente ao leite cru (controle),

doramectina pura, no LMR, acima e abaixo da concentragdo permitida.
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Esta analise permitiu discriminar dois componentes principais, onde o conjunto de
dados experimentais permitiu a constru¢do de um grafico de scores (Figura 38). Verificou-se
que as componentes PC1 e PC2 descreveram 100% da variagdo total dos dados. A primeira

componente principal (PC1) descreveu 99% da variagdo total e a segunda componente

principal (PC2) 1%.
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5.3.3 Ivermectina

Observa—se na figura 39, a andlise dos componentes principais referente aos espectros
da amostra de leite cru controle, ivermectina pura e as seguintes propor¢des de ivermectina:
LMR, 08 ppb, 06 ppb, 04 ppb e 02 ppb, respectivamente, ou seja, diminuindo a concentracao

daivermectina.

Figura 39 — Analise dos componentes principais referente ao leite cru (controle),

ivermectina pura, no LMR e abaixo da concentragdo permitida.
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Esta analise permitiu discriminar dois componentes principais, onde o conjunto de
dados experimentais permitiu a constru¢ao de um grafico de scores (Figura 39). Verificou-se
que as componentes PC1 e PC2 descreveram 100% da variagdo total dos dados. A primeira

componente principal (PC1) descreveu 100% da variagdao total e a segunda componente
principal (PC2) 0%.

5.3.4 Eprinomectina

Observa—se na figura 40, a andlise dos componentes principais referente aos espectros
da amostra de leite cru controle, eprinomectina pura e as seguintes proporgoes de
eprinomectina: LMR, 1,6 ppb, 1,2 ppb, 08 ppb e 04 ppb, respectivamente, ou seja, diminuindo

a concentracdo da eprinomectina.
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Figura 40 — Analise dos componentes principais referente ao leite cru (controle),

eprinomectina pura, no LMR e abaixo da concentracao permitida.
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Esta andlise permitiu discriminar dois componentes principais, onde o conjunto de
dados experimentais permitiu a constru¢do de um grafico de scores (Figura 40). Verificou-se
que as componentes PC1 e PC2 descreveram 100% da variagdo total dos dados. A primeira

componente principal (PC1) descreveu 100% da variagdo total e a segunda componente
principal (PC2) 0%.

O resultado apresentado pela andlise dos componentes principais confirma o que ja foi
visualizado e concluido por meio da analise dos espectros de absorbancia apresentados
anteriormente. Através dos graficos de scores na PCA observa—se, que as amostras de leite
cru, medicamento antiparasitdrio puro, bem como as diferentes concentragdes dos
medicamentos antiparasitarios foram discriminadas formando um cluster para as amostras de
leite juntamente com as amostras que simulam a contaminagdo do leite cru (ver figura 37, 39
e 40). Na figura 38 dois clusters foram formados, o primeiro apresentado no segundo
quadrante (superior a direita) representa as amostras de leite contaminadas com
medicamento doramectina em concentragcdes acima do LMR, ja o segundo, localizado no
terceiro quadrante (inferior a direita) representa as amostras de leite cru, amostras de leite
contaminadas no LMR e abaixo dele. Observe que a PCA discriminou as amostras com
maiores concentragdes daquelas com menores concentragdes. As amostras que representam
os medicamentos puros (ABA, DORA, IVER e EPRI) nao indicam outliers (valores

isolados), pois elas fazem parte da populacdo de interesse. Em uma primeira analise, as
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componentes principais PCl1 e PC2, representam a matriz principal da amostra e
concentracao, respectivamente. De forma geral, a PC1 discriminou a matriz lactea ¢ a
matriz dos medicamentos, enquanto que a PC2 discriminou as diferentes concentragdes
das amostras que simulam a contaminacao do leite cru com os medicamentos utilizados neste
estudo. E possivel observar as diferentes distancias e posi¢des das amostras e isto esta

relacionado ao fato de que as concentragcdes dos medicamentos sao diferentes.
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6. CONCLUSAO

Residuos de medicamentos antiparasitarios podem ser encontrados no leite e em seus
derivados. Desta forma, ¢ extremamente importante assegurar a autenticidade e o
monitoramento da qualidade do leite. Assim como nos antimicrobianos, ha a necessidade de
monitorar os residuos dos medicamentos antiparasitarios com métodos analiticos eficientes,
visto estes que sdao amplamente utilizados e violagdes sdo encontradas no PNCRC. Contudo,
nao ha disponivel, até o presente momento, kits de detec¢do ou outra metodologia que seja

usada na triagem do leite de maneira rapida e eficaz para esta classe distinta.

Através deste estudo conclui—se que as metodologias baseadas na espectroscopia de
infravermelho médio e proéximo por Transformada de Fourier para andlise de residuos de
medicamentos antiparasitarios provam ser métodos analiticos potencialmente favoraveis e
com alta sensibilidade para este tipo de analise, além de serem técnicas nao destrutivas, que

nao necessitam de tratamento prévio e fornecem resultados rapidos.

Conclui—se também que a espectroscopia de infravermelho médio € mais significativa
para a andlise de compostos organicos, principalmente em pesquisas com leite, e que a
potencialidade da espectroscopia de infravermelho ¢ aumentada pelo seu uso associado a

quimiometria, como foi demonstrado pela andlise dos componentes principais.
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