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RESUMO

A presenca de residuos de antimicrobianos em leite pode representar grave problema de saude
publica. Por este motivo, algumas medidas legais foram tomadas pelos érgdos competentes,
como a venda de medicamentos antimicrobianos sob prescricdo meédica ou médico
veterinaria, a observancia de Boas Praticas Agropecuarias, e a definicdo de limites maximos
de residuos (LMR) em alimentos de origem animal. No entanto, os LMR estabelecidos ndo
visam os efeitos sobre tecnologia e fabricacdo de produtos lacteos, mas sim a protecdo da
salde publica. Sob o aspecto tecnoldgico, as bactérias lacticas séo indispensaveis na produgao
de derivados lacteos fermentados, pois promovem a acidificacdo controlada e melhoram a
textura e o sabor do produto. Assim, a hipGtese norteadora deste estudo é que residuos de
antimicrobianos em leite, mesmo abaixo do LMR, sdo capazes de alterar negativamente a
resposta fermentativa das bactérias lacticas. Para tal, foram empregados cinco
antimicrobianos (amoxicilina, ceftiofur, gentamicina, sulfametazina e tetraciclina,
representante dos cinco principais grupos de antimicrobianos constantes do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA), em cinco diferentes concentrac¢bes (0; 0,50; 0,75; 1,0 e 1,25 do
respectivo LMR), que foram testados frente a trés fermentos comerciais, DELVO® FRESH
FC-211 (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris), DELVO®
CHEESE CP-101 (Streptococcus thermophilus) e DELVO® FRESH YS-131 (Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus), amplamente utilizados na fabricacdo de queijos e
iogurtes. O leite foi proveniente de trés animais diferentes, comprovadamente ndo-tratados
com antimicrobianos. Os controles e tratamentos experimentais foram analisados com
respeito a cinética fermentativa. O efeito inibitorio das substdncias antimicrobianos foi
determinado pela variagdo na curva de acidificacdo, bem como quanto ao tempo para se
atingir o pH final de referéncia de cada fermentagdo. Ceftiofur e tetraciclina inibiram a
atividade de cultura contendo Streptococcus thermophilus, mesmo quando empregados em
concentracdes abaixo de seus respectivos LMR. A cultura composta por Lactococcus lactis
ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp. cremoris foi inibida pelos antimicrobianos ceftiofur e
gentamicina, mesmo quando empregados em concentracdes abaixo dos respectivos LMR.
Ceftiofur também inibiu a cultura mista de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus, em concentragdes abaixo de seu LMR. Assim, os resultados do
presente estudo indicam que concentracGes abaixo do LMR de antimicrobianos em leite
podem interferir negativamente na atividade fermentativa de bactérias lacticas.

Palavras chave: Leite. Antimicrobianos. Residuos de Antimicrobianos, residuos de
antimicrobianos. Limite maximo de residuo. Inibicdo de Culturas Lacticas. Inibicdo de
Bactérias lacticas. Produtos lacticos fermentados. Fermentos comerciais.



ABSTRACT

The presence of antimicrobial residues in milk represents a serious public health problem. For
this reason, some legal measures have been taken by the governments, as a sale of
antimicrobial drugs under medical or veterinary medical prescription, observation of Good
Agricultural Practices, and the definition of maximum residue limits (MRLs) in foods of
animal origin. However, the established MRL do not take into account effects on technology
and manufacturing of dairy products, but only the protection of public health. Under the
technological aspect, lactic bacteria are indispensable in the production of fermented dairy
products, because promote controlled acidification and improve the texture and flavor of the
product. Thus, the guiding hypothesis of this study is that antimicrobial residues in milk, even
below the MRL, are capable of negatively altering the fermentative response of lactic
bacteria. Five antimicrobials (amoxicillin, ceftiofur, gentamicin, sulfamethazine and
tetracycline, representing the five main antimicrobial groups included in the National Plan for
the Control of Residues and Contaminants of the Ministry of Agriculture, Livestock and
Supply (MAPA), in five different concentrations (0, 0.50, 0.75, 1.0 and 1.25 of the respective
MRL), which were tested against three commercial lactic cultures, DELVO® FRESH FC-211
(Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris), DELVO® CHEESE
CP-101 (Streptococcus thermophilus) and DELVO® FRESH YS-131 (Lactobacillus
bulgaricus e Streptococcus thermophilus). Widely used in the manufacture of cheeses and
yogurts. The milk came from three different animals, proven untreated with antimicrobials.
Experimental controls and treatments were analyzed with respect to fermentative kinetics.
The inhibitory effect of the antimicrobial substances was determined by the variation in the
acidification curve as well as the time to reach the final reference pH of each fermentation.
Ceftiofur and tetracycline inhibited the culture activity containing Streptococcus
thermophilus, even when employed at concentrations below their respective MRL. The
culture composed of Lactococcus lactis ssp. lactis and Lactococcus lactis ssp. cremoris was
inhibited by ceftiofur and gentamicin antimicrobials, even when used at concentrations below
their MRL. Ceftiofur also inhibited the mixed culture of Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, at concentrations below its MRL. Thus, the results
of the present study indicate that concentrations below the antimicrobial MRL in milk may
negatively interfere with the fermentative activity of lactic acid bacteria.

Key words: Milk. Antibiotics. Antimicrobials. Antibiotic residues, antimicrobial residues.
Maximum Residue Limit. Inhibition of Lactic Cultures. Inhibition of lactic bacteria.
Fermented dairy products. Commercial ferments.
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1 INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de leite, ocupando a quarta
posicdo. No entanto, apresenta baixas taxas de exportacdo, com maior parte destinada a paises
da América Latina e Africa. Um dos entraves & exportagao esta relacionado a baixa qualidade
média do produto, quando comparado aos padrGes americanos e europeus (BNDES, 2013;
CONAB, 2016).

Visto que a qualidade do leite é criticamente dependente dos processos de
producdo primaria, a satde do gado leiteiro e a observancia de boas praticas agropecuérias séo
primordiais (FAO/IDF, 2011).

Neste intuito, alguns pontos devem ser bem definidos, como controle e prevencao
de doencas, o0 descarte do leite de animais doentes e sob medicacdo, utilizacdo de farmacos
registrados e devidamente prescritos, e cumprimento dos periodos de caréncia dos
medicamentos veterinarios (FAO/IDF, 2011).

As Boas Praticas Agropecuarias (BPA) e de Fabricacdo (BPF) devem ser adotadas
desde a fazenda a industria, visando maximizar a qualidade e seguranga dos produtos, como
parte de um amplo programa de qualidade sistematico, preventivo, integrado e pré-ativo. A
busca da garantia da qualidade é primordial na industria de alimentos e reflete diretamente na
seguranca do alimento (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Dentre as medidas para a garantia da qualidade, o monitoramento e controle
analitico de residuos de antimicrobianos em leite e seus produtos deve representar etapa de
verificacdo e validacdo da adequag@o dos autocontroles implantados, notadamente as BPA,
sendo sempre secundarios a estes (BRASIL, 2011). A presenca de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos pode causar danos a salde do consumidor e prejuizos a industria
lactea por inibir os fermentos e interferir nos processos fermentativos (ROBINSON, 2002).

O emprego de bactérias lacticas para a obtencdo de fermentacdo controlada é
tradicional na fabricacdo de alimentos, pela capacidade de aumentar tanto a durabilidade de
produtos pereciveis como seu valor nutricional, além de produzir modifica¢cdes bioquimicas
desejaveis no produto (FIL/IDF, 2012).

O emprego destas culturas na producdo de iogurtes promove a formacéo de gel com
um delicado sabor adocicado (SURONO, HOSONO, 2011). Na produgdo de queijos, a

atividade fermentativa destas bactérias ¢ importante no processo de formagéo da coalhada, no
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desenvolvimento de acidificacdo controlada, na produgéo de sabor e textura (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006; BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

A busca incessante para maxima seguranca dos alimentos, bem como o0s
requerimentos do mercado internacional tém impulsionado os esfor¢os para a melhoria da
qualidade do leite brasileiro. Neste cenario, o Ministério da Agricultura, Pecuédria e
Abastecimento (MAPA), com base no Codex Alimentarius, desenvolve o Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC-Leite), para estabelecer o Limite Maximo de
Residuos (LMR) permitidos no leite destinado a processamento para fins de consumo
(BRASIL, 1999).

Os LMR foram estabelecidos para atender a exigéncias internacionais, tendo como
referéncia o bem estar e a manutencédo da saude publica (BRASIL, 1999).

Estes limites, no entanto, ndo foram desenvolvidos sob o enfoque tecnoldgico
produtivo, restringindo-se aos aspectos de salde publica. Sendo assim, é plausivel examinar
se 0 atendimento aos LMR também indica atendimento as necessidades tecnoldgicas,
especificamente no tocante a possivel inibicdo de fermentos comerciais.

Assim, a hipdtese norteadora deste estudo sustenta que a presenca de residuos de
antimicrobianos em leite, mesmo abaixo do respectivo LMR, € capaz de prejudicar a esperada

atividade fermentativa de fermentos comerciais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar as concentracfes de antimicrobianos selecionados em leite com a
dindmica do processo fermentativo de leite inoculado com fermentos lacticos mesofilicos ou

termofilicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o impacto gerado por cinco antimicrobianos selecionados (amoxicilina,
ceftiofur, gentamicina, sulfametazina, tetraciclina) na dinamica fermentativa do leite.

Medir a evolugdo fermentativa produzida por trés fermentos lacticos comerciais.
(Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris; Streptococcus
thermophilus; Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus) em
leite, frente a niveis pré-determinados de antimicrobianos.

Correlacionar o efeito das concentragdes dos antimicrobianos a evolucdo da

fermentacdo do leite.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUCAO DE LACTEOS

O Brasil é praticamente autossuficiente na producdo de lacteos. Baseada no
sistema de pastagens, a producdo de leite do pais tende a crescer lentamente, assim como 0
consumo, que acompanha o crescimento populacional (OCDE/FAQ, 2015).

Para o fornecimento de alimentos seguros, é importante que cuidados de higiene e
boas praticas sejam adotados. Neste interim, a producdo de lacteos deve ser acompanhada sob
rigorosa politica da qualidade, desde a producdo do leite, transporte, processo de fabricacéo,
logistica e distribuicdo do produto, posicionamento no mercado comercial, até a chegada ao
consumidor final. A garantia da qualidade é primordial na inddstria de alimentos e reflete
diretamente na seguranca do alimento (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

A presenca de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos pode causar
danos a saude do consumidor e prejuizos a indistria lactea por inibir a acdo dos fermentos
comerciais e interferir nos processos fermentativos (ROBINSON, 2002).

O leite para consumo ou processamento deve ser de boa qualidade higiénica, o
que é essencial em salde publica, na adequacdo a manufatura e na qualidade dos produtos
gerados. A presenca de microrganismos exdgenos ou residuos de antimicrobianos podem
representar risco inaceitavel para a salide e podem causar danos ao leite e aos produtos
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Com relacdo a presenca de microrganismos, VArios processos e operagdes
unitarias sao empregados no processamento de leite, visando sua eliminacdo ou controle de
crescimento, como 0s tratamentos térmicos (pasteurizacdo e tratamento a Ultra Alta
Temperatura), resfriamento e/ou congelamento, reducdo do pH e do potencial redox com
utilizacdo de bactérias lacticas e a reducdo da atividade de &gua com a adicdo de sal
(ROBINSON, 2002).

Todavia, estes procedimentos séo utilizados para que o alimento esteja isento de
bactérias, especialmente patogénicas, ndo representando etapa de reducdo ou eliminagdo de
residuos de antimicrobianos, visto estes serem tipicamente resistentes aos tratamentos
térmicos empregados (ROCA et al. 2011).
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As bactérias &cido lacticas, por outro lado, sdo adicionadas ao leite para favorecer
a elaboracdo de produtos com maior qualidade e desenvolvimento de caracteristicas
previamente estabelecidas, de grande valor agregado (EMEA, 1999).

Em adicdo, a utilizacao de estirpes apropriadas, com efeito probidtico, pode trazer
beneficios para a sailde humana (FAO, 2013).

As bactérias lacticas, conhecidas como fermentos, sdo tradicionalmente utilizadas
na fabricacdo de alimentos para a obtencdo de fermentacdo controlada, pela capacidade de
aumentar a durabilidade de produtos pereciveis e o valor nutricional, além de produzir
transformac6es desejaveis no produto (FIL/IDF, 2012).

A partir da fermentacdo do leite, podem-se produzir dois diferentes tipos de
produtos: leites fermentados (incluso o iogurte), em que a permanéncia do soro é desejavel; e
queijos, onde ocorre remocao parcial do soro. (ROBINSON, 2002).

Na fabricacdo de iogurtes, o leite pode ser enriquecido com proteina e sélidos
adicionais, seguido de tratamento térmico e resfriamento da mistura a temperatura de acdo das
bactérias lacticas termofilicas (42 °C a 43 °C). A fermentacdo dura em torno de trés a quatro
horas; ao final, o produto apresenta pH entre 4,2 a 4,6, ocorrendo a coagulacdo da caseina e a
formagdo de gel. A refrigeracdo subsequente interrompe o processo de acidificacdo
(SURONO, HOSONO, 2011).

As bactérias lacticas utilizadas na producdo de iogurtes sdo Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Estas bactérias possuem acédo
simbidtica em que uma favorece o crescimento da outra por meio da producdo de
aminoacidos, peptideos e folato. O emprego destas culturas, juntamente a tratamento térmico
adequado, promove a formacdo de gel com delicado sabor adocicado (SURONO, HOSONO,
2011).

A fabricacdo de queijo € um processo mais complexo, podendo ser dividido em
etapas de filtragdo, para remocdo de impurezas; centrifugacdo, utilizada na separacdo da
gordura na forma de creme ou particulas sélidas; padronizacao / fortificacdo, com possivel
adicdo de solidos do leite para padronizacdo das caracteristicas do produto (leites
provenientes de diferentes composigdes); e pasteurizacdo (ROBINSON, 2002; JOHNSON,
2011).

Apdls a pasteurizacdo ocorre 0 ajuste a temperatura ideal de acdo do fermento
utilizado, seguido da adi¢do do coagulante e da cultura lactica especifica. Isso leva a
coagulagdo da mistura, com separagdo do soro, e permite 0s processos de fracionamento e
concentracédo da coalhada (ROBINSON, 2002; JOHNSON, 2011).
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O tipo de coalhada ser4 compativel com a cultura utilizada e o produto final de
interesse. Ap6s a formacdo da coalhada, ocorre a dessoragem e salga e, em seguida, a
prensagem para dar o formato desejado ao queijo. A partir de entdo, seguem-se as condicdes
especificas de estocagem e/ou maturacdo, de acordo com o queijo fabricado (ROBINSON,
2002; JOHNSON, 2011).

As bactérias lacticas utilizadas na producdo de queijos podem ser mesofilicas ou
termofilicas. As culturas mesofilicas sdo basicamente compostas por Lactococcus lactis, que
produzem 4cido lactico em temperaturas que variam de 38°C a 40°C. (BROOME;
LIMSOWTIN, 2011).

As culturas termofilicas permitem a producdo de queijos em temperaturas mais
altas, entre 37 °C a 50 °C. Normalmente, sdo compostas por culturas mistas, em sua maioria,
Streptococcus thermophilus e espécies de Lactobacillus (BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

A acdo destas bactérias é importante para controlar a acidificagdo da massa até a
formacdo da coalhada. A diminuicdo do pH apenas pela acdo do coagulante levaria a retencédo
deste coagulante na coalhada, e as reacdes de protedlise continuariam durante o processo de
maturacdo do queijo, o0 que desencadearia quebra gradual da estrutura do queijo e defeitos de
sabor (BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

O fermento lactico é importante na producdo de queijos, por permitir a
acidificacdo controlada. Além disso, sua acdo proteolitica auxilia a maturacdo, por contribuir
com textura, sabor, e por permitir a formacdo de olhaduras em determinados queijos
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Todavia, a seguranga de utilizacdo destes microrganismos na fermentacdo ainda
ndo foi regulamentada, devido a dificuldade de consenso em suas atribui¢des taxonémicas. A
utilizacdo de técnicas avancadas de genética e fisiologia ttm melhorado o conhecimento sobre
a filogenia destes microrganismos e permitido uso mais apropriado e seguro (FIL/IDF, 2012).

Para Food and Drug Administration (FDA, 2017), os aditivos alimentares podem
ser considerados Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS), quando confirmados por
métodos cientificos ou para aditivos utilizados em periodo anterior a 1958 e que tenham
atingido grande nimero de consumidores, sem que tenham ocorrido efeitos indesejaveis.

Considerando que o0 uso de microrganismos como ingrediente alimentar,
especificamente para a fermentacdo de alimentos, é amplamente difundido anteriormente a
1958, pode-se dizer que estes organismos sdo Geralmente Reconhecidos como Seguros
(FIL/IDF, 2012).
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No Brasil, existe legislacdo especifica apenas para a utilizacdo destes
microrganismos como probioticos, definida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) (BRASIL, 1996; BRASIL, 2008). Probioticos sdo alimentos com microrganismos
vivos, que quando inseridos no organismo humano, sdo capazes de produzir beneficios a
satde (FAO/WHO, 2001).

A indUstria de laticinios é a principal fonte de alimentos com propriedades
probidticas, como iogurtes e leites fermentados, utilizando principalmente cepas de
Lacdobacillus acidophilus e Bifidobacterium sp. (FERREIRA, 2012).

3.2 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

As bactérias lacticas sdo naturalmente encontradas na microbiota intestinal em
humanos, de diversos alimentos, bem como em plantas e em locais de processamento de leite.
Sdo organismos Gram-positivos, catalase negativos, e apresentam capacidade de se
desenvolverem em valores de pH acidos, proximos a 3,8. Algumas podem ser patogénicas, e
outras possuem efeito antimicrobiano, com a producéo de bacteriocinas (FORSYTHE, 2013).

O grupo é composto por cocos e bacilos nao-esporogénicos, anaerobios
facultativos, heterofermentativos (producdo de &cido lactico, didxido de carbono, etanol,
acido formico e acético) ou homofermentativos (producdo de acido lactico) (TETRA PAK,
2015).

Muitas espécies sao proteoliticas e requerem ambiente nutricionalmente rico para
se desenvolverem. Este grupo, no entanto, é definido por propriedades bioquimicas e
caracteristicas taxonémicas. Dentre as bactérias acido lacticas, destacam-se as bactérias
fermentadoras utilizadas mundialmente na fermentacdo e producdo de lacteos fermentados
(FORSYTHE, 2013).

Por serem heterotréficas, tais bactérias fermentam a lactose para a obter energia,
na forma de Adenosina Trifosfato (ATP), o que desencadeia na produgdo de &cido lactico ao
final do processo fermentativo. O &cido citrico também é metabolizado, podendo ser
convertido em diacetil, composto aromatizante de fermentados (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006).

As culturas lacticas fermentativas clivam a lactose em galactose e glicose. A

absorcdo dos acgucares pelos organismos homofermentativos é realizada por mecanismo de
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transporte em grupo, com fosforilagdo da lactose via sistema fosfotransferase
fosfoenolpiruvato-dependente (PEP-PTS), tendo como fonte inicial de fosfato o fosfoenol
piruvato (PEP) (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006; FORSYTHE, 2013).

A partir disso, a lactose-fosfato é hidrolisada, e os fosfatos de glicose sdo
metabolizados pela via glicolitica, enquanto os fosfatos de galactose pela via tagatose, ambos
com producéo Unica de acido lactico. Para cada molécula de lactose s&o geradas 4 moléculas
de &cido lactico (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Em um segundo sistema utilizado por culturas heterofermentativas, o transporte
da lactose se da& ativamente através das permeases, proteinas transmembranares, enquanto
ocorre 0 transporte das moléculas de galactose para fora da célula. Algumas bactérias
metabolizam apenas glicose a partir da lactose, utilizando o efluxo de galactose para suprir o
gasto energetico da absorcdo de lactose. Neste caso, para cada molécula de lactose sdo
produzidas duas moléculas de &cido lactico ( WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Leuconostoc e alguns lactobacilos utilizam a via fosfocetolase para fermentar a
glicose e transformar a galactose. Ademais, aproveitam o gliceraldeido via glicélise para
produzir acido lactico e etanol. Alguns lactobacilos, em situac@es limitantes em carboidratos,
produzem &cido lactico, acido acético, acido formico e etanol, chamados heterofermentativos
facultativos (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

As culturas mais utilizadas como fermentos na producdo de lacteos s@o os géneros
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, e Lactobacillus (TAMIME, 2002)
(Quadro 1).

Quadro 1 - Culturas lacticas, géneros e caracteristicas gerais.

Géneros Morfologia Fermentacéo da lactose Temperatura
Lactococcus Cocos Homofermentativos Mesofilicos
Leuconostoc Cocos Heterofermentativos Mesofilicos
Pediococcus Cocos Homofermentativos Termofilicos

Streptococcus Cocos Homofermentativos Termofilicos

) _ Homofermentativos, heterofermentativos | Termofilicos
Lactobacillus Bacilos ) ) .
ou heterofermentativos facultativos ou mesofilicos

Fonte: Adaptado de Forsythe (2013) e Walstra et al. (2006).

Embora a producéo de acido lactico seja a principal atividade atribuida as culturas

lacticas, estes microrganismos também atuam no prolongamento da vida util do produto, por
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auxiliarem na conservacdo do alimento, especialmente, por inibirem o crescimento de
psicrotroficos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Esta inibicdo se torna possivel com a diminuicdo do pH, producdo de compostos
inibidores e diminuicdo do potencial redox, o que permite apenas o crescimento de
microrganismos anaerobios facultativos ou obrigatorios. Esta diminui¢cdo do potencial de
oxidacdo-reducdo é também essencial para conferir sabor ao queijo cheddar (MULLAN,
2005).

Devido as atividades metabdlicas, as bactérias lacticas propiciam a producdo de
dioxido de carbono, que favorece a formacdo de olhaduras em queijos (EMEA, 2000). Estas
olhaduras séo essenciais para alguns tipos de queijos, como blueveined, Cambazola ou Blue
Brie, o que pode ser obtido com fermentos lacticos contendo Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar diacetilactis e / ou espécies de Leuconostoc (MULLAN, 2005).

Algumas culturas produzem polissacarideos que influenciam a consisténcia de
leites fermentados, a producdo de compostos aromaticos em manteiga, além de melhorar a
viscosidade de iogurtes e o rendimento de queijos (EMEA, 2000; MULLAN, 2005).

A presenca de acido lactico auxilia na formacdo do gel, na texturizacdo da
coalhada e na formacao de aroma de leites fermentados (TAMIME, 2002). Para Lactococcus
lactis subsp. lactis, destaca-se ainda o metabolismo do citrato e a capacidade de atribuir o
sabor caracteristico a manteiga e a alguns iogurtes (FORSYTHE, 2013).

Estes microrganismos utilizam as caseinas como fonte de nitrogénio e degradam
proteinas para obter os peptideos necessarios para atender a necessidade de aminoacidos
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). Especificamente para a producdo de queijos,
essa protedlise é essencial para atribuir textura e sabor caracteristicos (FORSYTHE, 2013). O
guadro abaixo mostra algumas das aplicaces das bactérias lacticas como culturas
fermentativas (Quadro 2).

A atividade dos fermentos € diretamente dependente do leite isento de residuos, especialmente
de antimicrobianos, e de fatores ambientais, como temperatura e pH. (EMEA, 2000).

As bactérias fermentativas sdo divididas em mesofilicas, com temperatura 6tima
de crescimento em torno de 30°C, e termofilicas, com temperaturas 6timas entre 40°C a 50°C.
As cepas mesofilicas, sdo utilizadas na producdo de queijos, como cheddar, gouda e
camembert, enquanto as cepas termofilicas sdo utilizadas na producdo de iogurtes e alguns
tipos de queijo, como mussarela, parmesdo e emmenthal. As culturas termofilicas podem ser

utilizadas como monoculturas ou em associa¢do com outras cepas (EMEA, 2000).



Quadro 2 — Culturas lacticas e suas aplicacdes.

_ _ Caracteristicas de
Microrganismo

interesse

Lactococcus lactis subsp. lactis Producéo de &cido.

Lactococcus lactis

) Producdo de &cido.
subsp.cremoris

Lactococcus lactis subsp. lactis Producdo de acido e

biovar. diacetilactis diacetil.

Leuconostoc mesenteroides

Producéo de diacetil.

subsp. cremoris

) Producéo de acido e
Streptococcus thermophilus

acetaldeido.

. . Producdo de acido e
Lactobacillus helveticus

protedlise.

Lactobacillus delbrueckii subsp. Producéo de acido e

bulgaricus acetaldeido.

Produto final

Manteiga, queijo prato,
mussarela, queijos frescos,
como minas frescal e queijos
de baixa aromatizacéo.
Manteiga, queijo prato,
mussarela e queijos frescos
como cottage e minas frescal.

Leites fermentados, queijo
cottage, manteiga e produtos
aromatizados e queijos com

olhaduras.

Leites fermentados, queijo
cottage, manteiga, produtos
aromatizados e queijos com

olhaduras.

Queijos de massa cozida ou
semi-cozida, como mussarela,
parmesao e provolone, além
de iogurtes e leites
fermentados.

Queijos de massa cozida ou
semi-cozida, como mussarela,
parmesao e provolone.
Queijos de massa cozida ou
semi-cozida, como mussarela,
parmesdo e provolone, além
de iogurtes e leites

fermentados.

Fonte: Adaptado de Paula, Carvalho e Furtado (2009); Cornell University (2008).
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A utilizacdo de diferentes culturas capazes de ocupar um mesmo nicho permite
que uma espécie se adapte melhor durante um determinado tempo e, a medida que 0 meio
sofre as alteracbes de pH e diminuicdo de nutrientes, seja substituida por outra melhor
adaptada as condicGes modificadas. Desta forma, as bactérias contribuem para a fermentacgéo
em diferentes fases do processo (FAO, 2013).

Ademais, a combinacdo de diferentes cepas visa promover efeito simbiotico,
aumentar a tolerdncia das culturas ao meio, e favorecer caracteristicas basicas como a
tolerancia ao sal e temperatura Otima de crescimento. Assim, os fermentos para
comercializacdo apresentam propriedades especificas para a elaboracdo de determinado
produto (TETRA PAK, 2015).

Os fermentos comerciais podem ser liquidos, congelados (deep-frozen) ou
liofilizados (freeze-dried) (FAO, 2017). Os fermentos liquidos ou naturais sdo obtidos a partir
da fermentacdo do leite da ultima producdo e utilizadas na fermentacdo de novos produtos.
Porém, a composi¢do de sua microbiota tende a apresentar alta variabilidade de desempenho e
desbalanceamentos em caso de culturas mistas, entre outros, o que prejudica a qualidade do
produto final (EFFCA, 2017).

Atualmente, os fermentos liquidos ndo sdo muito usuais devido as dificuldades de
transporte, correto cultivo, facilidade de contaminag&o e curta vida atil (TETRA PAK, 2015).
Embora o método ndo fosse bem controlado, fomentou a base para os produtos mais
avancados e, desta forma, as culturas fermentadoras se tornaram parte importante e integrante
da industria de laticinios (TAMIME, 2002).

Nos tempos atuais, parte substancial dos fermentos para fins industriais sdo
produzidos comercialmente, e podem ser encontrados altamente concentrados nas formas
congelada ou liofilizada (em p6). Os fermentos comerciais devem conter 102 UFC/ g (ou ml)
de uma ou mais espécies microbianas viaveis (EFFCA, 2017).

Estes fermentos podem ser utilizados a base de repicagem, com producdo da
cultura-mée e da cultura intermediaria, ou podem ser utilizados diretamente no tanque
(Figura 1). As culturas concentradas de uso direto no tanque ou no produto tém sido as mais
empregadas (TETRA PAK, 2015).

Para o melhor aproveitamento dos fermentos, sua viabilidade deve estar
assegurada com a utilizacdo de corretas condi¢bes de armazenamento e aplicacdo (USP,
2012). Varios fatores podem afetar sua atividade, como a acidificagdo excessiva do meio,
variagOes na temperatura de incubacdo e falhas na transferéncia e utilizagdo da cultura, o que
torna a acidificacédo lenta e desencadeia perdas financeiras (SURONO, HOSONO, 2011).
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Ademais, alem da observancia dos controles de producdo de qualquer alimento,
cuidados adicionais com higiene, limpeza e controle de matéria prima devem ser feitos desde
0 inicio do processo de producéo de produtos fermentados. Em especial, fatores intrinsecos ao
leite que afetam negativamente a atividade dos fermentos lacticos estdo relacionados a
mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas ou microbioldgicas do leite, seja por efeitos
sazonais ou relacionados a mastite e as condi¢fes higiénicas de sua obtencdo; presenca de
inibidores naturais do leite; presenca de virus bacteriofagos (ou fagos) e residuos de
sanitizantes e antimicrobianos (SURONO, HOSONO, 2011).

A infeccdo de bactérias por fagos constitui um sério problema tecnoldgico,
principalmente por estes virus sobreviverem a pasteurizagdo, por alterarem o metabolismo
celular ou levarem a lise celular, e consequentemente, por dificultarem a obtencdo do pH ideal
no produto acabado (BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

Em geral, culturas termofilicas sdo menos propensas a infeccdo por fagos do que
as culturas mesofilicas. No caso da fermentagdo do iogurte, onde a fermentacdo ocorre de
forma relativamente rapida (entre 3 e 4 horas), todas as cepas bacterianas precisariam ser
simultaneamente atacadas para afetar a producdo (SURONO, HOSONO, 2011).

Todavia, baixos niveis de bacteriéfagos ndo afetam a producdo de queijos,
especialmente com a utilizacdo de culturas mistas. Ainda assim, niveis de infeccdo maiores
podem comprometer a producdo de acido lactico devido ao desequilibrio metabdlico das
culturas, o que por sua vez causa defeitos nas caracteristicas do queijo, especialmente no
sabor (BROOME; LIMSOWTIN, 2011).

De toda forma, evitar a contaminacao por fagos € a melhor maneira de minimizar
perdas de producdo. Algumas medidas podem ser tomadas neste sentido, como a utilizacéo de
culturas mistas resistentes, adocdo de severas medidas de assepsia e aplicacdo de correto
tratamento térmico do leite (SURONO, HOSONO, 2011).

No mais, o prévio tratamento térmico pode reduzir a atividade de fosfatases,
proteinases, enzimas lipoliticas e oxido-redutases, como catalase e lactoperoxidase, inibidores
naturalmente presentes no leite, que também podem inibir a acdo dos fermentos lacticos
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Cabe ressaltar que o inibidores naturais podem ser inativados com o tratamento
térmico, ao contrario da maioria dos inibidores artificiais, como os residuos de sanitizantes e
antimicrobianos (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

A contaminacdo do leite por sanitizantes pode ocorrer por falha humana ou por

falhas no ciclo de limpeza automatico. Cumprir corretamente o ciclo de limpeza preconizado,
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especialmente o enxague, tende a garantir a eficacia na eliminacdo dos sanitizantes
(TAMIME, 2002).

Os residuos de antimicrobianos provém do animal em uso destes medicamentos,
cujo leite ndo foi descartado. A presenca deste tipo de residuo pode interferir ou interromper a
atividade de bactérias lacticas. No entanto, o nivel de interferéncia varia de acordo com a
espécie bacteriana e seu grau de sensibilidade aos compostos considerados (NAMPOOTHIRI;
DOMINIQUE, 2014).

Todavia, além dos negativos efeitos tecnoldgicos, a maior urgéncia para o devido
controle de uso de antimicrobianos na producdo animal, em particular de leite, esta associada
aos riscos para a saude publica, com o aumento dos casos de resisténcia a essas drogas
(FIL/IDF, 2012).

De fato, a resisténcia aos antimicrobianos (RAM) representa o mais complexo
desafio de saude publica da atualidade (WHO, 2015).

3.3 ANTIMICROBIANOS

Durante muitos anos, as doencas infecciosas representaram uma grave ameaca a
salde e vida humana. A partir de 1930, a descoberta e desenvolvimento de substancias
antimicrobianos reduziram drasticamente os niveis de mortalidade provocados por infeccdes
bacterianas (GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE, 2010).

Os antibidticos sdo considerados substancias naturalmente produzidas por
microrganismos ou seus equivalentes sintéticos que, em dosagens relativamente baixas, tém a
capacidade de inibir o crescimento microbiano ou eliminar os microrganismos. Ja 0s
quimioterapicos se diferenciam dos antibi6ticos por ndo serem normalmente produzidos por
microrganismos, sendo entdo obtidos por sintese quimica (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2006).

Busca-se que as substdncias antimicrobianas tenham toxicidade seletiva, que
permite a acdo direta sobre as células microbianas com danos minimos as células humanas,
podendo atuar como bactericidas, que promovem a eliminagdo bacteriana, ou bacteriostaticos,
que inibem o crescimento bacteriano e permitem a atuagdo do sistema imune do hospedeiro

na gradual diminuicdo destes organismos (LEVINSON, 2016).
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Caracteristicas especificas das células bacterianas, procaridticas, diferem-nas de
células eucariotas, permitindo acdo seletiva dos antimicrobianos na parede celular, nos
ribossomos, nos acidos nucleicos e na membrana celular (LEVINSON, 2016).

Alguns antimicrobianos sdo capazes de alterar a producdo de peptideoglicanos,
moléculas caracteristicas da parede celular de células bacterianas, o que promove o
enfraguecimento da parede celular e a consequente lise bacteriana; neste caso, apenas células
em crescimento ativo podem ser afetadas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Desta forma,
estes antimicrobianos sdo mais efetivos durante a fase logaritimica de crescimento
microbiano.

Neste grupo, encontram-se as penicilinas e cefalosporinas, antimicrobianos da
classe dos B-lactadmicos, caracterizados pela presenga do anel B-lactdmico em sua estrutura
quimica. Devido a menor proporcdo de peptideoglicano nas células Gram-negativas e a
dificuldade de penetracdo celular, os primeiros antimicrobianos desta classe eram mais
eficazes contra bactérias Gram-positivas, mas mudancas estruturais tém permitido melhor
efeito bactericida de penicilinas, amoxicilina e ampicilina sobre bacilos Gram-negativos
(LEVINSON, 2016).

Sao poucos 0s antimicrobianos que atuam sobre a membrana plasmatica. Devido a
sua maior facilidade para causar danos a células humanas, normalmente sdo indicados apenas
para uso tépico ou como coadjuvantes em drogas antifingicas. Estas substancias promovem
mudancas na permeabilidade da membrana e a consequente perda de ions e macromoléculas,
acarretando lesdao e morte celular (QUINN et al., 2005).

A atuacdo seletiva na sintese de proteinas se da pela diferenca estrutural entre os
ribossomos, onde as células eucariotas apresentam ribossomos 80S, enquanto as células
bacterianas sdo constituidas por ribossomos 70S, com subunidades 50S e 30S (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2012).

Os antimicrobianos cloranfenicol, eritromicina e clindamicina atuam
especificamente sobre a regido 50S, nas subunidades ribossdmicas, enquanto que as
tetraciclinas e os aminoglicosideos agem sobre a unidade 30S (LEVINSON, 2016).

Antimicrobianos da classe das tetraciclinas e da classe dos aminoglicosideos se
ligam a uma proteina receptora especifica na subunidade 30S do ribossomo, blogueiam a
atividade de formacéo de peptideos e levam a sintese de proteinas ndo funcionais (QUINN, et
al., 2005; SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

O cloranfenicol se liga a subunidade 50S e por inibicdo da enzima peptidil

tranferase, impede a ligacdo de novos aminoacidos a cadeia polipeptidica, impedindo a
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formagdo de novas proteinas. Os macrolideos e lincomicinas também se ligam a subunidade
50S, porém, interferem na producdo de compostos necessarios para a sintese de cadeias
polipeptidicas (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

Outros antimicrobianos interferem na replicacdo e transcricdo do DNA bacteriano,
inibindo a sintese de &cidos nucléicos. Isso ocorre com as quinolonas, que agem sobre a
DNA-girase e impedem a separacdo das fitas de DNA durante a replicagdo bacteriana
(QUINN, et al., 2005), e com as sulfonamidas, que bloqueiam a sintese de precursores de
acidos nucleicos, por competirem pelo mesmo sitio de ligacdo do acido paraminobenzdico
(PABA). Este é precursor da sintese de acido folico, essencial na producdo de acidos
nucleicos e aminoacidos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Os antimicrobianos de
interesse para este estudo sdo abordados no Quadro 3.

Apesar das caracteristicas conhecidas dos antimicrobianos, em alguns casos, a
terapia pode ndo surtir o efeito desejado. Isso pode ocorrer quando o tratamento é iniciado em
atraso, no tratamento de viroses ou de agentes desconhecidos, na indicacdo err6nea da
substancia ou da dose, bem como em casos de persisténcia onde o microrganismo sensivel
ndo sofre a acdo de antimicrobianos, ou ainda, em casos de resisténcia bacteriana (SPINOSA,
GORNIAK; BERNARDI, 2006).

Desta forma, o sucesso do tratamento com antimicrobianos é dependente da
identificacdo do microrganismo causador da doenca e sua sensibilidade ao farmaco, do estado
de salde do hospedeiro, bem como, sua faixa etaria e grau de imunidade, além de
conhecimento adequado do antimicrobiano, seu mecanismo de acdo, nivel de toxicidade
seletiva e propriedades farmacocinéticas (DEL FIOL; BARBERATO FILHO, 2010).

Quando necesséario, para evitar o insucesso do tratamento, € comum a utilizacdo
de antimicrobianos associados para conter ou eliminar o microrganismo alvo em situac6es
especificas, como o tratamento de infecgdes por microrganismos com diferentes
sensibilidades, a aplicacdo de diferentes mecanismos de acdo para evitar ou retardar o
aparecimento de resisténcia a antimicrobianos (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

Em especial, a associacdo busca maior efeito terapéutico em pacientes
imunodeprimidos gque respondem vagarosamente ao tratamento convencional, bem como, no
tratamento de infeccOes graves para potencializar a acdo dos antimicrobianos via sinergismo
(SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

Contudo, apesar da toxicidade seletiva e do conhecimento dos mecanismos de
acdo, alguns antimicrobianos podem apresentar efeitos colaterais ao paciente, interferindo na
terapéutica adotada (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; LEVINSON, 2016).



Quadro 3: Antimicrobianos de interesse e caracteristicas gerais.

Classe Substancia
Aminoglicosideos Gentamicina
B-lactamicos Amoxicilina
B-lactamicos Ceftiofur
Sulfonamidas Sulfametazina
Tetraciclinas Tetraciclina

Caracteristica e agéo
biologica
Antimicrobiano de
maior eficacia sobre
Gram-negativos.
Bactericida.
Antimicrobiano de
amplo espectro.
Bactericida.
Antimicrobiano de
maior eficacia sobre
Gram-negativos.
Bactericida.
Quimioterapico de
amplo espectro.
Bacteriostético.
Bactericida em doses

elevadas.

Antimicrobiano de
amplo espectro.

Bacteriostatico.

Fonte: Adaptado de Spinosa, Gorniak e Bernardi, 2006.

28

Modo de acao

Inibicéo da sintese de
proteinas. Liga-se a
subunidade 30S

ribossomal.

Inibicéo da sintese da
parede celular.

Inibicéo da sintese da
parede celular

Antagonismo

competitivo por PABA

Inibicéo da sintese de
proteinas. Liga-se a
subunidade 30S

ribossomal.

Devido a semelhanca ribossémica (ribossomos 70S) das células procariotas com

as mitocondrias das células eucariotas, antimicrobianos que afetam a sintese de proteinas

podem apresentar efeitos indesejaveis as células eucariotas. Neste caso, a seletividade se deve
a maior sensibilidade aos ribossomos bacterianos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Em altas concentragdes, antimicrobianos como cloranfenicol, os aminiglicosideos

e tetraciclinas podem inibir a sintese de proteinas mitocondriais e desencadear maiores efeitos
colaterais (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; MOULLAN, et al., 2015).

O uso de doses superiores a 50mg/kg/dia de cloranfenicol pode levar a distarbios

da medula 6ssea, que podem evoluir & anemia apléasica letal (SPINOSA; GORNIAK;
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BERNARDI, 2006). Por este motivo, frente a avaliacBes toxicologicas e devido ao
surgimento de substitutivos eficazes, no Brasil e em outros paises, é a proibida a fabricacg&o,
manipulacdo, comercializacdo, importacdo e uso de substancias a base de cloranfenicol para
uso veterinario ou como aditivo alimentar (BRASIL, 2003).

As tetraciclinas podem comprometer as funcGes hepética e renal e, quando
administradas em criancas, podem afetar a formacdo dos ossos e dentes. Com relagdo aos
aminoglicosideos, seu uso pode levar a perda da audicdo, a hepatotoxicidade e em doses
muito elevadas podem resultar em paralisia respiratoria (SPINOSA; GORNIAK;
BERNARDI, 2006).

As penicilinas, por outro lado, s&o normalmente bem toleradas e apenas cerca de
10% dos pacientes sofrem com reacGes de hipersensibilidade; em alguns destes casos, pode
ocorrer choque anafilactico. As sulfonamidas raramente causam efeitos colaterais, mas sdo o
grupo de antimicrobianos mais associados ao eritema multiforme, podendo ainda ocorrer
febre, vermelhidéo e diminuigdo da producéo de células sanguineas (LEVINSON, 2016).

Levando em consideracdo as possibilidades de acdo no tratamento com
antimicrobianos e seus efeitos colaterais, sua prescricdo deve ser feita de maneira correta e
consciente. Para tal, deve-se considerar a triade paciente, agente causador da doenca e
antimicrobiano especifico (DEL FIOL; BARBERATO FILHO, 2010).

Os mesmos preceitos valem para o uso veterinario destes medicamentos. Todavia,
¢ comum a utilizacdo de antimicrobianos em animais sadios como melhoradores de
desempenho, sendo utilizados em maior quantidade do que no tratamento de doencas
humanas. Ademais, alguns destes medicamentos utilizados como aditivos alimentares para
animais sadios sao de utilizacdo para manutencdo da saide humana (OMS, 2012).

Desta maneira, considerando o potencial efeito nocivo destes farmacos na salde
humana e animal, além dos riscos relacionados ao desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana, a utilizacdo de anfenicois, tetraciclinas, p- lactamicos, sulfonamidas e
quinolonas, como melhoradores de desempenho ou conservantes de alimentos para animais,
esta proibida no Brasil (BRASIL, 2009; OMS, 2012).

Com relagdo as doencas veterindrias, a mastite, inflamagdo do Ubere, constitui
expressiva causa de utilizacdo de farmacos antimicrobianos em bovinos de leite. Os agentes
etiologicos mais comuns sdo Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Staphylococcus coagulase-negativos e Staphylococcus aureus (MULLAN, 2003).

Os antimicrobianos veterinarios mais utilizados estdo contidos em seis grupos

principais: Aminoglicosideos, p-lactamicos, Tetraciclinas, Quinolonas, Sulfonamidas e
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Macrolideos. Ap6s ministrado, o antimicrobiano é metabolizado e excretado no leite, sendo
que a quantidade eliminada pode variar de 8% a 80% da dose utilizada, a depender da dose e
do tipo de farmaco aplicado (MULLAN, 2003).

Desta forma, todo o leite produzido pelo animal em tratamento deve ser
descartado seguindo as recomendacdes da bula do medicamento, especificamente com relagéo
ao periodo de caréncia (PEREIRA NETO, 2007).

O periodo de caréncia é o tempo necessario para que 0s niveis de excrecdo da
droga atinjam concentracdes seguras, e € dependente do tipo de droga, de aplicacdo, da
quantidade utilizada e da espécie animal (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

O consumo de leite contaminado por residuos de antimicrobianos pode levar ao
desequilibrio da microbiota intestinal humana, o que tende a aumentar a susceptibilidade do
consumidor a infecges por microrganismos patogénicos (TENORIO et al., 2009). Além
disso, quando consumidos por humanos sensiveis, podem levar ao desenvolvimento de sérios
quadros alérgicos (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).

A utilizacdo inapropriada ou prolongada destas substancias, ou ainda, 0 consumo
de residuos de antimicrobianos em doses inseguras, causa problema ainda mais preocupante,
que consiste no desenvolvimento e selecdo de bactérias resistentes e a consequente
transmisséo de genes de resisténcia (QUINN, et al., 2005).

A resisténcia a um agente antibacteriano pode repercutir em resisténcia cruzada
com farmacos da mesma classe, como ocorre com tetraciclinas, sulfonamidas,
aminoglicosideos e macrolideos (QUINN, et al., 2005).

Devido ao aumento do numero de patdgenos resistentes a nimero cada vez maior
de antimicrobianos, a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) reconheceu a resisténcia
antimicrobiana como um problema prioritario de sadde publica (OMS, 2012).

Por ser um problema complexo, a questdo precisa ser enfrentada por toda a
sociedade, especialmente pelos governos, para incentivar e sustentar os esforcos necessarios
quanto ao uso prudente de antimicrobianos, e as pesquisas necessarias na tematica (OMS,
2012).
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3.3.1 Resisténcia antimicrobiana (RAM)

A resisténcia a antimicrobianos esta associada a mutacfes genéticas que refletem
na diminuicdo da eficacia do medicamento e na necessidade de maiores doses do farmaco
para inibicdo dos microrganismos, quando comparado a cepas sensiveis (Figura 1 e Quadro
4) (HANDWERGER; TOMASZ, 1985; KESTER; FORTUNE, 2014).

Figura 1 — Origem e transferéncia de resisténcia antimicrobiana.

How Antibiotic Resistance Happens

1 2 3. 4
Lots of germs. Antibiotics kill The drug-resistant Some bacteria give
A few are drug resistant. bacteria causing the illness, | bacteria are now allowed to their drug-resistance to

as well as good bacteria
protecting the body from
infection.

grow and take over. other bacteria, causing

more problems.

FONTE: CDC, 2013.

A sobrevivéncia bacteriana ao estresse antimicrobiano pode ainda ocorrer por
tolerdncia ou persisténcia. A tolerancia esta relacionada a capacidade de uma populacdo
sobreviver a exposicdo transitdria a antimicrobianos bactericidas, com a necessidade de maior
tempo de exposicdo a droga para a obtencdo da eficacia esperada (CHAIT; CRANEY;
KISHONY, 2007; WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008).

A persisténcia, por outro lado, pode ser caracterizada pela curva de letalidade
bifasica, onde a rapida taxa de mortalidade evolui para taxas bem mais lentas, mesmo em
presenca de doses letais do antimicrobiano. Todavia, a subpopulagdo persistente néo se
reproduz durante a fase de exposi¢do a droga, e seu fendtipo tolerante é perdido com o inicio
das divisoes celulares, sem a possibilidade de hereditariedade (MICHIELS, et al., 2016).
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Quadro 4 — Mecanismos de resisténcia antimicrobiana.

Mecanismo de ] L. .
Efeito Antimicrobiano afetado

resisténcia

Produgdo de B-lactamase e o
. o B-lactamicos
o o clivagem do anel B-lactdmico
Inativagao enzimatica - ;
Modificagdo da substancia por L
y o Aminoglicosideos
acédo enzimatica

Mutacdo das proteinas de ligacdo o
. o Penicilinas
as penicilinas
Mutacdo na enzima-alvo e maior
producdo de PABA

Mutacdo das proteinas da ) o
alvo ) _ Aminoglicosideos
subunidade 30S ribossomal

Sulfonamidas

Modificacédo do sitio-

Mutacdo nas enzimas DNA- ) ) .
) _ Quinolonas, Rifampina e
girase, RNA-polimerase e

_ Isoniazida
catalase-peroxidase
Reducdo da Mutacdo em proteinas Penicilinas,
permeabilidade transmembranas aminoglicosideos e outros

Proteinas de membrana que o )
) o Tetraciclinas, sulfonamidas
Efluxo dos farmacos promovem o rapido efluxo dos )
o ) e quinolonas
antimicrobianos
Fonte: Adaptado de Quinn, et al., 2005; Spinosa, Gérniak e Bernardi, 2006; Tortora, Funke e Case,

2012.

A resisténcia antimicrobiana constitui uma das mais graves ameacas a salde
publica. As infeccGes por bactérias resistentes ou multirresistentes sdo cada vez mais comuns,
enguanto o nimero de antimicrobianos efetivos diminui. Isto potencializa 0 nimero de casos
fatais, hospitalares e internacfes, bem como o aumento de gastos com salde por parte do
governo e do préprio paciente (FRIEDEN, 2013).

A medida que a resisténcia a antimicrobianos cresce, estes medicamentos perdem
sua efetividade no tratamento de doencas e infecgdes, o que interfere desde o tratamento a
doencas infecciosas de rotina, ao tratamento médico de outros quadros em que infeccBes
bacterianas sdo particularmente preocupantes, como cirurgias, transplantes, terapia contra o

cancer e de doengas cronicas (CDC, 2013).
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A taxa de mortalidade anual devida a RAM, nos Estados Unidos da América e na
Europa, esta estimada em cerca de 50 mil vidas, compondo o total estimado de 700 mil em
todo o mundo. Se providéncias ndo forem tomadas para conter o problema, estima-se que a
taxa de mortalidade global possa atingir 10 milhdes de pessoas ao ano, até 2050 (OECD,
2015; ECDC, 2016).

Pacientes infectados em quadro de resisténcia antimicrobiana tém trés vezes mais
chances de complicacGes seguidas de morte. Para cada paciente acometido, estima-se que 0s
hospitais gastem entre US $ 10.000 a 40.000. Os paises da Organizagéo para a Cooperagéo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE) podem sofrer perdas cumulativas de US $ 2,9 trilhdes
até 2050 (OCDE, 2015).

O uso de antimicrobianos estd mundialmente e diretamente ligado aos casos de
resisténcia antimicrobiana (CDC, 2013). O préprio estresse ambiental, caracterizado pela
presenca de antimicrobianos no meio, pode aumentar a resisténcia via inducéo de alteracfes
biofisicas na célula bacteriana, ou do rapido efluxo da droga inibidora (BONNET et al., 2006;
FAO, 2016b)

Ademais, um microrganismo que possui caracteristicas genéticas que o permitem
resistir & acdo de um novo antimicrobiano pode transferir suas caracteristicas de resisténcia a
outros microrganismos (QUINN, et al., 2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Cabe salientar que a resisténcia intrinseca a um antimicrobiano esta relacionada a
codificacbes cromossdmicas caracteristicas, e ndo pode ser horizontalmente transferida. A
resisténcia adquirida emerge de mutacBes genéticas ou aquisicao de genes resistentes em de
plasmideos e tranposons, e pode ser transferida de forma horizontal, mais comumente por
conjugacdo (BELLETTI et al., 2009).

Todavia, as mutacdes genéticas aleatdrias também podem ser transmitidas por
conjugacdo, transformacdo e transposicdo. Os genes de resisténcia podem ser transmitidos a
bactérias de diferentes géneros e espécies, frequentemente carreados por plasmideos ou
transposons. Como as bactérias se reproduzem rapidamente, toda uma populacdo pode se
tornar resistente (QUINN, et al., 2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A resisténcia antimicrobiana pode ser encarada como um fendmeno antigo e
natural, possivelmente presente nos plasmideos ha mais de dois bilhdes de anos (HALL;
BARLOW, 2004; GARAU et al., 2005; AMNOV, 2010) No entanto, esse fendbmeno natural e
antigo é magnificado pela forte pressdo seletiva oriunda do uso generalizado de
antimicrobianos. (FAO, 2016b).
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De fato, a AMR se torna alarmante pela forma em que ¢é disseminada, visto o fato
de as substéncias antimicrobianos estarem entre os medicamentos mais prescritos e utilizados
por seres humanos e animais. Cerca de até 50% das prescricbes ndo atingem a eficécia
desejada, ou sdo realizadas desnecessariamente (CDC, 2013).

Antimicrobianos para uso veterindrio sdo mais utilizados do que em seres
humanos (CDC, 2013). Isto porque séo utilizados na alimentacdo de animais sadios para
obtencdo de ganho rapido de peso, o que constitui a principal diferenca da utilizacdo por
animais e seres humanos. Cabe ressaltar que alguns destes medicamentos utilizados para
ganho de peso sdo de utilizacdo para saide humana (OMS, 2012).

A ampla utilizacdo destas drogas na agricultura e na salde favorece a selecdo de
cepas resistentes e aumenta sua resisténcia nos ecossistemas microbianos, como o intestino,
sendo dependente da quantidade e natureza dos antimicrobianos utilizados, bem como, da
duracdo e frequéncia de exposicdo. No entanto, a utilizacdo destes farmacos, mesmo em
niveis subterapéuticos, pode estar associada ao desenvolvimento de resisténcia em rebanhos
bovinos (FAO, 2016b).

O emprego destes medicamentos na pecudria representa risco elevado de
transferéncia dos genes de resisténcia, visto que podem ser transmitidos entre animais e
humanos, seja por contato direto, através do meio ambiente ou pela ingestdo de alimentos de
origem animal (CDDEP, 2016). Consequentemente, a disseminagdo de genes resistentes de
animais para humanos € perigo concreto, associado a risco mundial crescente (Figura 2)
(OMS, 2012).

Sabe-se que 0 meio ambiente, no caso, 0 solo e oceanos, ja apresentam
microrganismos resistentes a varios antimicrobianos e se tornaram reservatorios de novos
genes de resisténcia (HATOSY, MARTINY, 2015; LAU et al,. 2017).

A 4gua contaminada se torna importante veiculo de transferéncia de residuos de
antimicrobianos, podendo ser diretamente consumida, utilizada na irrigagéo de culturas ou na
producéo de alimentos. No entanto, atualmente ndo existem limites maximos de residuos de
antimicrobianos estabelecidos pelas diretrizes internacionais para a agua (FAO, 2016a).

A transmissdo via alimentos pode representar, quantitativamente, a via de
transmissdo mais importante entre animais e humanos, sendo agravada com 0 COMércio
globalizado de alimentos, e 0 nimero elevado de viagens humanas apesar de ainda nao haver
dados especificos ligando o consumo alimentar ao aparecimento de resisténcia antimicrobiana
em humanos (FAO, 2016a).
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Figura 2 —Transferéncia de resisténcia antimicrobiana no ambiente.
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FONTE: CDC, 2013.

Gueimonde et al. (2013), consideram que os probidticos podem representar
preocupacao pela possibilidade de transmitir 0s genes de resisténcia para bactérias intestinais,
sendo que as bactérias patogénicas representam o grupo de maior preocupacdo. Nesse sentido,
assinala-se a importancia de se verificar a presenca de genes de resisténcia em culturas
probidticas, tal como preconizado pela legislacdo de diversos paises, inclusive do Brasil.
(FAO/WHO, 2001; ANVISA, 2016).

No entanto, sdo poucos os trabalhos relacionados a resisténcia antimicrobiana em
bactérias acido-lacticas utilizadas na fermentacdo de produtos lacteos, o que enfatiza a
importancia e necessidade de abordagem do tema em novos estudos.

Alguns mecanismos de desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos ainda
néo estdo bem esclarecidos, assim como as interagcdes nos ecossistemas microbianos e as vias
de transmissdo entre animais, alimentos e humanos (FAO, 2016b). O efeito da ingestdo de

baixos niveis de antimicrobianos frente as mudancgas na microbiota intestinal também precisa
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ser melhor elucidado, o que também contribuira para evolugcdo constante no estabelecimento
dos limites maximos de residuos desses compostos em alimentos (FAO, 2016b).

O Comité Especialista em Aditivos Alimentares (JECFA) entende que a selecédo
de bactérias intestinais resistentes apenas se torna possivel com niveis de antimicrobiano em
doses maiores ou iguais a concentracdo inibitéria minima, ocorridas por um tempo
suficientemente longo para que a resposta microbiana possa ocorrer (FAO/WHO, 2000).

Todavia, o proprio JECFA admite que mais estudos precisam ser realizados sobre
0 tema, para melhor abordar a concentracdo, tempo de exposicao e tipo de droga utilizada,
frente & quantidade e tipos de bactérias intestinais, suas interacbes, mudancas de pH,
condi¢Bes de crescimento e o desenvolvimento de resisténcia (FAO/WHO, 2000; WHO,
2016).

Em todo caso, a resisténcia antimicrobiana é caso prioritario de sadde publica, e
medidas urgentes precisam ser tomadas para controlar a proliferacdo e desenvolvimento de
novas formas de resisténcia (OMS, 2012).

Com este intuito, a Assembleia Mundial de Satde adotou um plano global de agédo
sobre a resisténcia antimicrobiana com base em cinco estratégias: melhorar a compreenséo
sobre resisténcia com treinamentos e educacgdo; expandir o conhecimento especifico com o
fortalecimento da pesquisa e vigilancia; ampliar a utilizacdo de medidas eficazes de higiene e
saneamento para reduzir a prevaléncia e incidéncia de infecgdes; incentivar o uso adequado de
antimicrobianos na salde humana e animal; e aumentar o investimento em pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos, vacinas e otimizacdo de diagnosticos (WHO,
2015).

A utilizagdo prudente de antimicrobianos, é sem divida, uma das ferramentas
mais importantes no combate a resisténcia a antimicrobianos. Quando aliada a aplicacdo de
boas praticas de higiene, tende a diminuir os indices de desenvolvimento de resisténcias e da
contaminagdo ambiental (FAO, 2016b).

A resisténcia antimicrobiana vem minando a economia global, repercutindo em
grandes gastos com saude publica. Cabe ressaltar que esta questdo ndo pode ser vencida por
entidades ou reparticdes isoladas, e exigira a ado¢do de novas medidas politicas, como o

controle inteligente do uso de antimicrobianos em satde humana e animal (WHO, 2015).
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3.3.2 Legislacéo

A exigéncia e retencdo de receituario medico foi iniciado em 2011 mediante
Resolugdo da Diretoria Colegiada da ANVISA, RDC n° 20 de 05 de maio de 2011, que
também regulamenta a prescricdo e especificacbes de embalagem e rotulagem de
medicamentos que contenham antimicrobianos isolados ou associados em sua formulacéo
(BRASIL, 2011).

Em 2013, a ANVISA incluiu o registro obrigatério de antimicrobianos no Sistema
Nacional de Gerenciamento de Produtos Controlados, que permite melhor acompanhamento
de medicamentos empregando um sistema Unico, desde a fabricacdo a dispensacdo com
retencdo de receituario em farméacias (BRASIL, 2013).

A RDC n° 20/2011 foi atualizada em 2014 por meio da RDC n° 68, de 28 de
novembro de 2014, que amplia 0 nimero de antimicrobianos registrados de 119 para 128
substancias. (BRASIL, 2014).

No Brasil, o controle da comercializacdo e uso de antimicrobianos ocorre apenas
no &mbito da salde humana, ndo havendo, lamentavelmente, controles similares no que tange
a saude animal. Como a utilizacdo de medicamentos veterinarios pode levar a contaminacao
de alimentos de origem animal, os residuos destas substancias precisam ser monitorados e
controlados segundo niveis que minimizem o0s riscos a saude animal, publica e ao meio
ambiente (ANVISA, 2017).

Desta forma, o Comité Especialista em Aditivos Alimentares (JECFA), criado em
1987 e administrado pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO) e a Organizacdo Mundial de Saude, avalia a seguranca dos aditivos alimentares,
contaminantes, toxinas naturais e residuos de medicamentos veterinarios em alimentos
(FAO/WHO, 2012).

O JECFA estabelece os valores de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) como funcéo
dos niveis de efeitos ndo observados (NOEL), considerando quesitos de alteracdo da
microbiota intestinal, o efeito toxicoldgico das substancias, o potencial alergénico e o efeito
farmacologico em humanos e animais (FAO/WHO, 2000).

A IDA ¢ a “estimativa da quantidade de um composto de interesse em alimentos
ou &gua potével, expresso em proporcao ao peso corporal, que pode ser ingerido diariamente
durante toda a vida, sem risco de saude consideravel para o consumidor”. Normalmente, é

expressa em miligramas da substancia por quilograma de peso corporal (WHO, 2016).
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O Codex Alimentarius fixa os LMR recomendados pelo JECFA, que as
desenvolve com base na IDA, comparados a estimativas médias de ingestdo de residuos no
alimento, em uma dieta tipica. Especificamente, considera-se a ingesta de 1500g de leite ao
dia (Quadro 5) (FAO/WHO, 2009).

No Brasil, as normas de aditivos alimentares seguem as referéncias internacionais,
baseadas primariamente no Codex Alimentarius, e, conforme aplicavel, o Regulamento
Técnico do Mercosul (ANVISA, 2017a).

Atualmente, utiliza-se a Instru¢cdo Normativa n° 09, de 21 de fevereiro de 2017,
que institui os limites de referéncia para o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal — PNCRC, estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e abastecimento (Quadro 5) (BRASIL, 2017).

Desta forma, concentracBes dos analitos dentro dos respectivos LMR ndo
desencadeiam alteragcfes na microbiota intestinal, reacdes alérgicas ou quaisquer efeitos
adversos ao consumidor (JECFA, 2014; FDA, 2015).

Quadro 5: Limite Maximo de Residuo e Valores de Ingestdo Diaria Aceitaveis em leite.

Antimicrobiano LMR (ng/Kg) IDA (ng/KQg)
Amoxicilina 4 0-0,07
Ceftiofur 100 0-0,50
Gentamicina 200 0-0,20
Sulfametazina 100 0-0,50
Tetraciclina 100 0-0,30

Fonte: Adaptado de Brasil, 2017; Codex Alimentarius, 2015, JECFA, 2014,

Contudo, cabe salientar que os LMR s&o estabelecidos para a manutencdo da
salde pablica e animal, e ndo contemplam questBes de tecnologia de fabricacdo de produtos
lacteos. Assim sendo, parece plausivel examinar a presenca de residuos de antimicrobianos
em leite — ainda que em conformidade com o LMR relevante - quanto a sua capacidade para
interferir na atividade de bactérias lacticas, causando prejuizos na fabricacdo de produtos

lacteos fermentados.
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4 MATERIAL E METODO

O experimento foi integralmente realizado na empresa Globalfood® Sistemas,
Ingredientes e Tecnologia de Alimentos LTDA, na cidade de S&o Paulo. Leite de vaca cru foi
fornecido por fazenda do Estado de Sdo Paulo, sendo proveniente de trés diferentes animais,
pertencentes a um grupo homogéneo de novilhas isentas de tratamento com antimicrobianos
por periodo minimo de 90 dias. Suplementarmente, todas as amostras de leite foram testadas
em Delvotest® SP NT (Lote 15H26/85, DSM®, Delft, Holanda). Cada porcdo de leite
recebida (5 litros) foi pasteurizada a 65°C por 30 minutos (Stephan, Geiger LTDA, Pinhais,
Parana, Brasil). Foram preparadas amostras de leite pasteurizado, adicionadas dos
antimicrobianos amoxicilina, ceftiofur, gentamicina, sulfametazina e tetraciclina em cinco
niveis de concentracdo (0; 0,50; 0,75; 1,0; 1,25) de seu respectivo limite maximo de residuo
(LMR), constantes no PNCRC-Leite (BRASIL, 2017) e Codex Alimentarius (2015). Trés
tipos de fermentos lacticos comerciais foram avaliados nas amostras assim preparadas, a
saber: DELVO® FRESH FC-211 (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris), DELVO® CHEESE CP-101 (Streptococcus thermophilus), DELVO® FRESH
YS-131 (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus) (DSM®, Delft, Holanda). O
efeito inibitério das substancias antimicrobianas foi determinado pela diferenca no tempo
necessario para se atingir o valor de pH final ideal de fermentacdo de cada fermento comercial
(informado pelo fabricante), quando comparado a amostra controle, considerada a zero LMR
do respectivo antimicrobiano (EMEA, 1999). O controle da temperatura de incubacgéo e das
variacOes de pH foi realizado com o equipamento iCinac (AMS Systea, Frépillon, Franca)
(Figura 2). O delineamento experimental seguiu esquema fatorial (SAMPAIQO, 2010). Os
resultados foram analisados por andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo Teste
de Student-Newman-Keuls (SNK), empregando Software SISVAR verséo 5.3 (FERREIRA,
1999). No total, foram realizadas 225 analises, com a obtencdo de aproximadamente 63.675

medicgdes de pH, o que permitiu o desenvolvimento das curvas de acidificagéo.
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4.1 PREPARO DE SOLUCOES ESTOQUE DE PADROES ANTIMICROBIANOS

Padrdes analiticos certificados e rastreaveis dos antimicrobianos foram
gentilmente fornecidos pelo Laboratério Nacional Agropecuario de Minas Gerais
(LANAGRO-MG). Amoxicilina, tetraciclina, gentamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), ceftiofur e sulfametazina (Dr. Ehrenstorfer, Algsburg, Alemanha) foram pesados
exatamente em torno de 10 miligramas. Para os padr@es antimicrobianos de amoxicilina,
ceftiofur e gentamicina, utilizou-se diluicio em agua purificada e para os demais
antimicrobianos, utilizou-se metanol de grau cromatogréfico (Merck, Darmstadt, Alemanha).
Os padrées foram diluidos e tiveram seu volume completado a 250,00 ml em bal6es
volumétricos calibrados, exceto para o padrdo de amoxicilina, que foi diluido e completado
em baldo volumétrico de 500,00 ml. SolucGes-estoque foram armazenadas em frascos de
vidro individuais, devidamente identificados e armazenados a 4 °C. Célculos das diluicdes
foram desenvolvidos de forma a contemplar o nivel de concentracdo do antimicrobiano, tendo
como referéncia o limite maximo residual de cada droga (BRASIL, 2017; Codex

Alimentarius, 2015) para porg¢des de 200 mL de leite (Quadro 6).
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Quadro 6 — Antimicrobianos utilizados no experimento, LMR e volumes de dopagem em

leite.
imi - Quantidade dopada
Antimicrobiano LMR Fator do LMR '
em 200 ml de leite
05 19,14 pl
0,75
Amoxicilina 4 pg/L 28,72 ul
1,0 38,29 pl
1,25 47,86 pl
0.5 300,71 l
0,75
Ceftiofur 100 pg/L 451,06 pl
10 601,42 pl
1,25 751,77
05 821,98 pl
0,75
Gentamicina 200 pg/L 1232,98 pl
10 1643,97 pl
125 2054, 96 p
05 231,67 i
0,75
Sulfametazina 100 pg/L 347,51 pl
1,0 463,35 pl
1,25 579,19 l
05 218,95 l
0,75
Tetraciclina 100 pg/L 328,43 ul
1,0 437,91 l
1,25 547,39 pl

Legenda: Para fator do LMR, interpretar como: 0,50 = 50% do LMR (0,50 x 1 LMR); 0,75 = 75% do
LMR (0,75 x 1 LMR); 1,0 = 100% do LMR (1 LMR); 1,25 = 125% do LMR (1,25 x 1 LMR).

4.2 PREPARO DOS FERMENTOS LACTICOS COMERCIAIS

Os fermentos lacticos comerciais utilizados sdo destinados ao uso direto em

tanques, com capacidade para fermentar de dois mil a cinco mil litros de leite, conforme
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necessario. Devido a baixa quantidade de leite utilizada, foi necessario diluir o fermento e
proceder a repicagem, de forma que a quantidade de fermento adicionada as por¢des de 200
ml de leite fossem equivalentes as recomendacdes do fabricante. Desta forma, o fermento foi
primeiramente adicionado em um litro de leite UHT, de onde obteve-se a cultura-base. Vinte
gramas dos fermentos DELVO® FRESH FC-211 e DELVO® CHEESE CP-101; e 50 gramas
do fermento DELVO® FRESH YS-131 (DSM®, Delft, Holanda), provenientes da cultura
base, foram adicionados em um litro de leite cada, de onde se obteve a cultura-final, para
inoculacdo nas amostras para analise. As culturas-base e final foram armazenadas em frascos
de 25 ml e imediatamente acondicionadas em freezer (-30 °C a -50 °C), conforme
recomendacdes do fabricante. Para a ativacdo dos fermentos foi utilizado leite UHT (Ultra
High Temperature), da marca Leco (Lote 07250H13:49, Vigor Alimentos, Sdo Paulo, Brasil),
de forma a evitar possiveis contaminacGes ao fermento. Todas as amostras de leite UHT
foram também previamente testadas em Delvotest® SP NT (Lote 15H26/85, DSM®, Delft,
Holanda). Dois gramas, de cada cultura-final, especificamente para os fermentos DELVO®
FRESH FC-211 e DELVO® CHEESE CP-101 (DSM®, Delft, Holanda), e um grama da
cultura-final DELVO® FRESH YS-131 (DSM®, Delft, Holanda), foram empregados para
inoculagéo das porgdes de 200 mL de leite dopadas ou ndo com os diferentes antimicrobianos.

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

Apos a pasteurizacdo do leite a 65°C por 30 minutos, parte do leite foi resfriado
entre 2 °C a 8 °C, e assim armazenado até o dia posterior para a realizacdo dos ensaios.
PorcGes a serem utilizadas no mesmo dia foram acondicionadas em banho-maria para
estabilizacdo da temperatura ideal de acdo de cada fermento lactico 32 °C para o fermento
DELVO® FRESH FC-211 (DSM®, Delft, Holanda); 42 °C para os fermentos DELVO®
CHEESE CP-101 e DELVO® FRESH YS-131 (DSM®, Delft, Holanda), conforme
recomendacdo do fabricante. Frascos de vidro (200mL), devidamente tarados em balanca,
foram adicionados do volume apropriado de solucdo de antimicrobiano, e preenchidos com
leite até, aproximadamente, a metade de seu volume. O contetdo foi uniformizado e acrescido
da quantidade adequada do fermento lactico preparado; e preenchido com leite, até completar
206 gramas (correspondente ao volume final de 200 mL de densidade do leite, medida a 1,030

g/mL). O conteudo do frasco foi entdo agitado e submetido a ensaio no equipamento iCinac



43

(MAS Systea, Frépillon, Franga), sendo as amostras incubadas em banho-maria a temperatura

selecionada ao longo de todo o ensaio. Os resultados foram registrados automaticamente

segundo o tempo necessario para se atingir o valor de pH ideal final de fermentacgéo,

estabelecido de acordo com as recomendacdes do fabricante, sendo pH 5,0 e 5,1 para o
fermento DELVO® CHEESE CP-101 (DSM®, Delft, Holanda), respectivamente; pH 4,6 e
5,4 para o fermento DELVO® FRESH FC-211 (DSM®, Delft, Holanda), respectivamente; e
pH 4,6 para o fermento DELVO® FRESH YS-131 (DSM®, Delft, Holanda), conforme

Quadro 7 e Figura 3.

Quadro 7 — Fermentos comerciais utilizados no estudo e condig¢des experimentais.

Nome do fermento

comercial

DELVO®
CHEESE CP-101

DELVO® FRESH
FC-211

DELVO® FRESH
YS-131

Peso (g) do

fermento preparado pH de
Cepas componentes

utilizadoem 206 g | interesse *
de leite
Streptococcus
: 2 50e5,1
thermophilus
Lactococcus lactis
ssp. lactis;
) 2 46e54
Lactococcus lactis
SSp. cremoris
Streptococcus
thermophilus;
Lactobacillus 1 4,6

delbrueckii ssp.

bulgaricus

Temperatura

de

fermentacéo

(°C)

42

32

42

Legenda: O asterisco (*) indica que os valores de pH foram definidos pelo fabricante dos fermentos

comerciais utilizados.



Figura 3 — Esquema simplificado do preparo das amostras para analise.
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PREPARO DO LEITE

Analise residuo de antimicrobianos
(triagem)

Pasteurizacdo (65°C por 30 minutos)

e N
Resfriamento e armazenamento (2°C a
8°C) ou estabilizacéo da temperatura de
L ativacdo do fermento (triagem) J

PREPARO DAS AMOSTRAS

Leite
pasteurizado

0 LMR + fermento 1
0,5 LMR + fermento 1
0,75 LMR + fermento 1
1,0 LMR + fermento 1
1.25 LMR + fermento 1

0 LMR + fermento 1 )

0,5 LMR + fermento 1
0,75 LMR + fermento 1
1,0 LMR + fermento 1
1.25 LMR + fermento 1 Y,

Andlise

iCinac

0 LMR + fermento 1
0,5 LMR + fermento 1
0,75 LMR + fermento 1
1,0 LMR + fermento 1
1.25 LMR + fermento 1 Yy,

Legenda: Procedimentos para o preparo do leite, parte prévia as analises e Procedimento e

preparo de amostras para a analise.




45

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental e a analise estatistica do resultados foram realizados
conforme protocolos classicos empregados em experimentacdo animal (SAMPAIO, 2010).
Especificamente, foram utilizados trés animais, de um grupo homogéneo de novilhas leiteiras,
cujo leite foi obtido em ordem aleatoria. Cada animal foi considerado uma repeticdo. As
amostras controle foram constituidas de leite pasteurizado, inoculado com o fermento a ser
avaliado no dia, isentas de antimicrobianos. Para cada dia de experimentacéo foi avaliada uma
amostra controle, base para todos o0s tratamentos testados em um mesmo dia, e sob as mesmas
condicdes. O tempo necessario para a obtencdo do pH de interesse na amostra controle foi
utilizado como tempo padrédo (ou de referéncia) para as amostras de tratamentos analisadas no
mesmo dia. Cada fermento foi avaliado isoladamente, ndo foram feitas comparagdes entre 0s
fermentos utilizados. O delineamento seguiu em esquema fatorial, sendo as médias
comparadas com o Teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Analise de variancia (ANOVA)
foi realizada por meio do Software SISVAR versao 5.3 (FERREIRA, 1999), considerando p <
0,05 como critério para significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras foram analisadas em equipamento iCinac (AMS Systea, Frépillon,
Franca) que permitiu a avaliacdo da evolucdo fermentativa através de medigdes continuas do
valor de pH das amostras.

O tempo gasto pelas amostras dopadas com antimicrobianos para atingir o pH de
interesse foi comparado com o tempo medido para resultado equivalente da amostras controle,
0 que permitiu avaliar a ocorréncia de inibicdo do fermento frente a diferentes concentragdes
de antimicrobianos em torno do LMR (EMEA, 1999). Adicionalmente, e de forma reversa,
fixados os tempos de atingimento dos valores-alvo de pH pelas amostras controle, foi
comparado o pH atingido pelos tratamentos no referido tempo.

A Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA) estabelece que diferencas maiores
que 0,3 unidades de pH, entre as amostras dopadas com antimicrobianos, comparadas as
amostras controle, sdo suficientes para representar o efeito inibitério da substancia
antimicrobiano. Analogamente, quando da utilizacdo de valores de pH pré-fixados, a
diferenca estatisticamente significativa no tempo de atingimento do pH pela amostra dopada,
quando comparado a amostra controle, também reflete o efeito inibitério do antimicrobiano
sobre o fermento avaliado (EMEA, 1999).

A andlise estatistica dos dados se deu por utilizacdo de ANOVA, tendo como
fontes de variacdo o bloco de animal, os antimicrobianos, as concentrac@es e a interacdo entre
antimicrobianos e concentrages. Os tratamentos estatisticos revelaram a interacdo entre
concentracédo e antimicrobianos, isoladamente para cada fermento, em seu respectivo valor de
pH de interesse.

A blocagem dos animais entre as fontes de variacdo da tabela de ANOVA
permitiu a remocdo das caracteristicas intrinsecas e suas implicaces sobre os tratamentos, o
que favoreceu a melhor percepg¢éo dos efeitos dos tratamentos.

O delineamento se deu em esquema fatorial, sendo as médias comparadas com 0
Teste de Student-Newman-Keuls (SNK), o mais indicado para experimentos agricolas com
coeficiente de variacdo de até 30% e com até cinco tratamentos. Este teste permite controlar o
erro tipo I (atribuir uma relevancia quando esta ndo existe), diminuindo o risco de atribuicéo

erronea de diferencas entre controle e tratamentos (SAMPAIO, 2010).
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5.1 DELVO® CHEESE CP-101 (Streptococcus thermophilus)

O fermento composto por Streptococcus thermophilus, cultura termofilica, para
inoculacdo direta, apos prévia dissolucdo, é comumente aplicado na fabricacdo de queijo tipo
mugarela. Para este fermento foram fixados os valores de pH de 5,0 e de 5,1, recomendados
para a formacao e aperfeicoamento da massa base, na fabricacdo de produtos.

De acordo com os resultados obtidos, de maneira geral, para o fermento composto
por Streptococcus thermophilus, ndo foram constatadas variagGes contrastantes entre 0s
valores de pH de estudo (Gréafico 1 e Gréfico 2). Os antimicrobianos amoxicilina,
sulfametazina e gentamicina ndo produziram inibicdo fermentativa, com tempos de
coagulacao similares aos controles testados.

Considerando as medias avaliadas para ambos os valores de pH, o antimicrobiano
tetraciclina gerou atrasos no processo fermentativo que variaram de 10 minutos, em
concentracdo a 0,50 do LMR, a 60 minutos, em concentracdo a 1,25 do LMR. Na
concentracdo correspondente a seu LMR, eram detectaveis cerca de 30 minutos de atraso de
fermentagdo em relacéo ao controle.

Entretanto, o antimicrobiano ceftiofur (Gréaficos 1 e 2) inibiu a fermentacdo
mesmo em concentracdo equivalente a 0,50 de seu LMR, com atraso minimo de 8 horas no
processo produtivo. O tempo maximo para obtencdo dos valores de pH de interesse ficou em
torno de 11 horas, em concentracdo equivalente a 1,25 do respectivo LMR.

A blocagem dos animais permitiu que o experimento fosse bem controlado quanto
as possiveis interferéncias de eventuais diferencas entre animais no resultado dos tratamentos.
O bloco de animais ndo teve efeito significativo (p > 0,05) na experimentacdo, ao contrarios
dos demais tratamentos utilizados (p < 0,05). Com base nos valores de Quadrado Médio pode-
se observar que os antimicrobianos representam o fator de maior impacto no estudo. O baixo
coeficiente de variacdo, abaixo de 15%, demonstra que o experimento foi bem controlado e
apresentou baixa instabilidade, considerando que para este tipo de estudo, o coeficiente de
variacdo pode a variar em até 30% (SAMPAIO, 2010).
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Gréfico 1 — Diferengas médias entre o tempo (minutos) de obtencdo do valor de pH 5,0 entre
amostras dopadas com antimicrobianos selecionados e a amostra controle, para o fermento
DELVO® CHEESE CP-101.

CP 101, pH 5.0 - Diferencgas médias

AMOXICILINA CEFTIOFUR GENTAMICINA SULFAMETAZINA TETRACICLINA
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Legenda: Eixo das abcissas (X) composto por cinco antimicrobianos selecionados e suas concentraces
seletivas ao LMR; eixo das ordenadas (y) representa o a diferenga média do tempo em minutos
necessarios para se atingir o pH 5,0 em relacdo ao controle.

Gréfico 2 — Diferencas médias entre o tempo (minutos) de obtengdo do valor de pH 5,1 entre
amostras dopadas com antimicrobianos selecionados e a amostra controle, para o fermento
DELVO® CHEESE CP-101.

CP 101, pH 5.1 - Diferengas médias
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Legenda: Eixo das abcissas (x) composto por cinco antimicrobianos selecionados; eixo das ordenadas
(y) representa o a diferenca média do tempo em minutos necessarios para se atingir o pH 5,1 em
relacdo ao controle.
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Com base na comparacdo de médias relativas ao tempo (minutos) necessario para
se atingir o pH de interesse da fermentacdo, os antimicrobianos amoxicilina, gentamicina,
sulfametazina e tetraciclina apresentaram resultados semelhantes ao controle e ndo se
diferenciaram estatisticamente (p > 0,05), indicando que ndo houve inibicdo da acdo
fermentativa em quaisquer das concentragdes testadas (Quadro 8).

Todavia, para as amostras dopadas com ceftiofur, o tempo para atingir os valores
de pH de interesse foi significativamente maior que (p < 0,05) a amostra controle e que para
demais substancias testadas, a partir de concentracao equivalente a metade de seu respectivo
LMR. A medida que as concentragbes aumentaram, o tempo necessario para atingir o pH
também foi aumentado, o que sugere interacdo entre fatores (Quadro 8).

Alternativamente, quando comparadas as médias das variacdes de valores de pH
alcancados pelos tratamentos dentro do tempo de fermentacdo de referéncia obtido pela
amostra controle para atingir o pH desejado, foram confirmados os achados anteriores para 0s
antimicrobianos amoxicilina, gentamicina e sulfametazina. Independente da concentracdo
utilizada, tais antimicrobianos ndo causaram diferenca significativa (p > 0,05) nos valores
finais de pH da fermentacdo em relacdo ao controle (Quadro 9).

Entretanto, esse critério confirma o efeito inibitorio do antimicrobiano ceftiofur
em niveis abaixo de seu LMR (Quadro 9), reforcando os resultados obtidos para o caso em
que o tempo para atingimento de pH é considerado. As compara¢des de médias mostram
diferencas estatisticamente significativas ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05) entre o
controle e as amostras dopadas com este antimicrobiano. Assinala-se que a evolucdo das
doses utilizadas ndo interferiu na progressao das médias, 0 que sugere que tal efeito ja atinge
seu apice em concentracdo a partir do equivalente a 0,5 LMR.

O estudo aprofundado das variacGes de pH em tempo determinado permitiu a
deteccdo do efeito inibidor de tetraciclina sobre o fermento a partir da concentracdo de 0,75
de seu LMR. Nesse caso, ao contrario do ceftiofur, doses crescentes afetaram a evolucdo do
pH em relagéo ao controle.
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Quadro 8 — Comparacgdo de médias para o fermento DELVO® CHEESE CP-101, referentes
aos tempos (minutos) de fermentagéo requeridos para atingimento de valores de pH 5,0 e 5,1.

COMPARACAO DE MEDIAS
CP 101 pH 5,0
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO (Lg/L) 5 05 075 10 125
AMOXICILINA 4 188Aa | 195Aa | 192Aa | 192Aa | 192Aa
CEFTIOFUR 100 | 187Aa | 671Bb | 692Bb | 814Bc | 864Bc
GENTAMICINA 200 | 187Aa | 193Aa | 191Aa | 192Aa | 199Aa
SULFAMETAZINA 100 | 192Aa | 193Aa | 191Aa | 198Aa | 194Aa
TETRACICLINA 100 | 192Aa | 208Aa | 219Aa | 226 Aa | 236 Aa
CP101pH5,1
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO (Lg/L) 5 05 075 10 125
AMOXICILINA 4 177Aa | 183Aa | 182Aa | 182Aa | 180Aa
CEFTIOFUR 100 | 176 Aa | 660Bb | 678Bb | 803Bc | 850B¢
GENTAMICINA 200 | 176 Aa | 183Aa | 180Aa | 182Aa | 186 Aa
SULFAMETAZINA 100 | 180Aa | 182Aa | 180Aa | 187Aa | 182Aa
TETRACICLINA 100 | 180Aa | 194Aa | 204Aa | 211 Aa | 219Aa

Legenda: Letras mailsculas comparam antimicrobianos (colunas), letras minlsculas comparam 0s
fatores do LMR (linhas). Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05), letras
diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Fatores do LMR: 0 = isento de
antimicrobiano; 0,5 =50% do LMR; 0,75 = 75% do LMR; 1,0 =1 LMR; 1,25 = 125% do LMR.

Quadro 9 — Comparacdo de médias para o fermento DELVO® CHEESE CP-101, referente a

variacdo de pH nos tratamentos, relativo ao tempo (minutos) de atingimento do pH 5,0 e pH

5,1 pela amostra controle.

COMPARACAO DE MEDIAS
CP 101 pH 5,0
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO (La/L) 0 05 075 10 125
AMOXICILINA 4 502Aa|509Aa| 507Aa | 507Aa |506Aa
CEFTIOFUR 100 |504Aa|666Bb| 665Ch | 666Cb |665Ch
GENTAMICINA 200 |504Aa|509Aa| 506Aa | 507Aa |512Aa
SULFAMETAZINA 100 |503Aa|504Aa| 502Aa | 508Aa |504Aa
TETRACICLINA 100 |503Aa|514Ab|523Bbc |529Bcd | 536Bd
CP 101 pH 5,1
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO (Lg/L) 5 05 075 10 125
AMOXICILINA 4 513Aa|519Aa| 516Aa | 517Aa |516Aa
CEFTIOFUR 100 |513Aa|665Bb| 665Ch | 665Ch |665Ch
GENTAMICINA 200 |[513Aa|519Aa| 516Aa | 517Aa |523Aa
SULFAMETAZINA 100 |514Aa|515Aa| 512Aa | 518Aa |515Aa
TETRACICLINA 100 |514Aa|525Ab|535Bhbc |541Bcd|548Bd

Legenda: Letras mailsculas comparam antimicrobianos (colunas), letras mindsculas comparam 0s
fatores do LMR (linhas). Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05), letras
diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Fatores do LMR: 0 = isento de
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antimicrobiano / controle; 0,5 = 50% do LMR; 0,75 = 75% do LMR; 1,0 = 1 LMR; 1,25 = 125% do
LMR.

Assim, o fermento composto por Streptococcus thermophilus foi inibido por
ceftiofur ou tetraciclina em concentragOes abaixo de seus respectivos LMR.

Em contraste, bombas de efluxo de tetraciclina ou multidrogas foram reportadas
em cepas de Streptococcus thermophilus e a consequente resisténcia da cepa ao
antimicrobiano (R1ZZOTTI, et al., 2009; ARIOLI, et al., 2014). Todavia, os resultados aqui
descritos coincidem com os achados de Liu et al. (2009), em que a cultura utilizada néo se
mostrou resistente a tetraciclina.

O desempenho da cultura frente ao ceftiofur também foi anteriormente citado,
retratando o efeito inibitério da substancia em concentracdo equivalente a 100 pg/Kg,
equivalente ao seu LMR (EMEA, 1999).

Todavia, a espécie equivalente também € resistente a antimicrobianos da classe
dos aminoglicosideos, como é o caso da gentamicina (RIZZOTTI, et al., 2009; ARIOLI, et
al., 2014). Ainda assim, o método de avaliacdo da atividade inibidora ocorreu de formas
diferentes, com a utilizacdo de discos e contagem padrdo em placas, com meios especificos
pelos autores citados.

A utilizacdo do fermento diretamente no leite, com incubagdo em banho-maria e a
medicdo continua dos valores de pH, permitiram forma adicional de acompanhamento da
evolucdo fermentativa e produziram resultados mais condizentes a realidade de utilizacdo do

fermento.

5.2 DELVO® FRESH FC-211 (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris)

Este fermento € composto por cultura lactica mista, mesofilica e altamente
concentrada, para utilizacdo direta no leite, apos diluicdo inicial. E amplamente utilizado na
producdo de queijos frescos, com os valores pH de interesse fixados em 4,6 e 5,4.

Poucos resultados se mostraram estatisticamente diferentes entre os tratamentos,
quando comparados aos ocorridos para o objetivo de pH 4,6.

Com base na comparacdo das diferencas médias (Gréaficos 3 e 4), a principio,

observou-se que amostras dopadas com amoxicilina apresentaram tendéncia inversa a
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esperada, com uma sutil aceleragdo do processo fermentativo onde a comparagdo do tempo
com a amostra controle revelou tempos inferiores ao controle para o pH 4,6 (Gréfico 3).

Contudo, amostras dopadas com ceftiofur e gentamicina apresentaram significante
inibicdo (Graficos 3 e 4).

O antimicrobiano gentamicina, promoveu atrasos no processo fermentativo, que
variaram de 16 minutos, em concentracdo equivalente a 0,50 do LMR, a até quatro horas, a
1,25 do LMR, para ambos os valores alvo de pH estabelecidos para este fermento.

O antimicrobiano ceftiofur inibiu quase que completamente a atividade
fermentativa do produto avaliado e, independentemente do tempo de incubacdo, nenhuma das
amostras testadas atingiram o pH 4,6. Algumas amostras atingiram pH 5,4; todavia, o farmaco

foi capaz de inibir a fermentacdo da maioria dos tratamentos testados.

Gréfico 3 — Diferencas médias entre o tempo (minutos) de obtencdo do pH 4,6 entre amostras
dopadas com antimicrobianos selecionados e a amostra controle, para o fermento DELVO®
FRESH FC-211.

FC 211, pH 4.6 - Diferencas médias
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Legenda: Eixo das abcissas (x) composto por cinco antimicrobianos selecionados; eixo das ordenadas
(y) representa o a diferenca média do tempo em minutos necessarios para se atingir o pH 4,6 em
relagéo ao controle.
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Gréfico 4 — Diferencas médias entre o tempo (minutos) de obtencdo do pH 5,4 entre amostras
dopadas com antimicrobianos selecionados e a amostra controle, para o fermento DELVO®
FRESH FC-211.

FC 211, pH 5.4 - Diferengas médias
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Legenda: Eixo das abcissas (X) composto por cinco antimicrobianos selecionados; eixo das ordenadas
(y) representa o a diferenca média do tempo em minutos necessarios para se atingir o pH 5,4 em
relagéo ao controle.

O antimicrobiano ceftiofur inibiu quase que completamente a atividade
fermentativa do produto avaliado e, independentemente do tempo de incubacdo, nenhuma das
amostras testadas atingiram o pH 4,6. Algumas amostras atingiram pH 5,4; todavia, o farmaco
foi capaz de inibir a fermentacdo da maioria dos tratamentos testados.

Devido a inibicdo microbiana observada (Graficos 3 e 4) pelo antimicrobiano
ceftiofur, quando do ndo atingimento do pH de interesse durante a experimentacdo, foi
atribuido o tempo méximo de experimentacdo comum a todos 0s ensaios (946 minutos) para

possibilitar a avaliacdo estatistica dos dados, conforme descrito no Quadro 10.
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Quadro 10 — Tempo (minutos) de atingimento do pH pelo fermento DELVO® FRESH FC-

211, sob adicao de concentracdes de ceftiofur em torno do LMR.

FC211-pH 46
Animal | Fator do LMR Tempo (minutos) para Tempo (minutos)
atingir o pH atribuido
1 0.5 N&o observado 946
1 0.75 N&o observado 946
1 1 N&o observado 946
1 1.25 N&o observado 946
2 0.5 N&o observado 946
2 0.75 N&o observado 946
2 1 N&o observado 946
2 1.25 N&o observado 946
3 0.5 N&o observado 946
3 0.75 N&o observado 946
3 1 N&o observado 946
3 1.25 N&o observado 946
FC 211 -pH 5,4
Animal | Fator do LMR Tempo (minutos) para Tempo (minutos)
atingir o pH atribuido
1 0.5 251 946
1 0.75 Nao observado 946
1 1 991 946
1 1.25 N&o observado 946
2 0.5 283 946
2 0.75 Nao observado 946
2 1 N&o observado 946
2 1.25 N&o observado 946
3 0.5 535 946
3 0.75 Nao observado 946
3 1 N&o observado 946
3 1.25 Nao observado 946

Legenda: Tempo (minutos) de atingimento do pH de interesse e tempo (minutos) atribuido (comum a
todas as experimentagdes), quando do néo atingimento do pH de interesse durante a experimentacéo.
Fatores do LMR: 0 = isento de antimicrobiano / controle; 0,5 = 50% do LMR; 0,75 = 75% do LMR;

1,0=1LMR; 1,25 =125% do LMR.

Especificamente, quando da utilizagdo do leite proveniente do animal trés,

observou-se um aumento expressivo no tempo de atingimento dos valores de pH fixados para

este fermento, devido ao fato de que o pH inicial do leite foi maior para este animal.

Possivelmente, esta variacdo pode ser atribuida ao metabolismo do animal e a altera¢fes na

concentracdo de extrato seco desengordurado. Este comportamento pdde ser observado nas
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amostras dopadas com antimicrobianos, bem como nas amostras controle. Todavia, apesar da
diferenca no tempo médio de alcance dos valores de pH 4,6 e 5,4, as respostas avaliadas
(tempo e pH) ndo foram influenciadas. O desempenho fermentativo do fermento frente aos
antimicrobianos selecionados foi semelhante em todas as repeti¢Ges, sob o aspecto da curva

fermentativa, conforme exemplificado no Gréfico 5.

Grafico 5 — Tempo (minutos) de atingimento do pH pelo fermento DELVO® FRESH FC-

211, sob adicao de concentracdes de ceftiofur em torno do LMR, em trés repeticoes.
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Legenda: Curva de acidificacdo das amostras sob adigdo de tetraciclina e inoculadas com o fermento
DELVO® FRESH FC-211 para as trés repeticdes realizadas. Eixo das abcissas (x): tempo em
minutos; eixo das ordenadas (y): valores de pH. Linhas horizontais: pHs de interesse.

Devido a esta variacdo nas médias, o bloco de animal foi significativo (p < 0,05)
na comparacdo entre tratamentos. Todavia, a blocagem de animal permitiu a diminuicdo da
instabilidade experimental, refletida no baixo coeficiente de variacdo observado para o
experimento (CV < 15%) (SAMPAIO, 2010).

As comparacdes de medias, ao nivel de significancia estatistica, mostraram que
tratamentos com ceftiofur foram significativamente diferentes (p < 0,05) da amostra controle,
em niveis equivalentes ja a metade do LMR para o valor de pH 4,6, e a partir de 0,75 do LMR
para o valor de pH 5,4. As concentracfes ndo foram impactantes na evolucdo das médias; no

entanto, o efeito inibitério se revelou ainda maior ao nivel superior ao LMR (Quadro 11).
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Quadro 11 — Comparacdo de médias para o fermento DELVO® FRESH FC-211, referentes
aos tempos (minutos) de fermentagéo requeridos para atingimento de valores de pH 4,6 e 5,4.

COMPARACAO DE MEDIAS

FC211-pH 4,6
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO (Lg/L) 0 05 0.75 10 125
AMOXICILINA 4 412 Aa | 419Aa | 411 Aa | 410Aa | 396 Aa
CEFTIOFUR 100 408 Aa | 946Bb | 946Bb | 946Chb | 946Ch
GENTAMICINA 200 408 Aa | 447 Aab | 484 Aab | 540Bb | 559BbD
SULFAMETAZINA 100 419Aa | 426 Aa | 424 Aa | 426 Aa | 438Aa
TETRACICLINA 100 414 Aa | 427 Aa | 428Aa | 442Aa | 450Aa
FC211-pH5/4
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO (Lg/L) 0 05 0.75 10 125
AMOXICILINA 4 300Aa | 303Aa | 300Aa | 311Aa | 295Aa
CEFTIOFUR 100 300Aa | 356 Aa | 946Bb | 961Bb | 946Ch
GENTAMICINA 200 300Aa | 330Aab | 352 Aab | 410Ab | 432Bb
SULFAMETAZINA 100 307Aa | 310Aa | 310Aa | 310Aa | 314Aa
TETRACICLINA 100 307Aa | 314Aa | 314Aa | 322Aa | 327 Aa

Legenda: Letras mailsculas comparam antimicrobianos (colunas), letras minlsculas comparam 0s
fatores do LMR (linhas). Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05), letras
diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Fatores do LMR: 0 = isento de
antimicrobiano / controle; 0,5 = 50% do LMR; 0,75 = 75% do LMR; 1,0 = 1 LMR; 1,25 = 125% do
LMR.

Quadro 12 — Comparacdo de médias para o fermento DELVO® FRESH FC-211, referente a
variacdo de pH nos tratamentos, no tempo (minutos) de atingimento do pH 4,6 e pH 5,4 pela

amostra controle.

COMPARACAO DE MEDIAS

FC 211 - pH 4,6
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO | (/") 5 05 0.75 o 75
AMOXICILINA 4 |463Aa| 464Aa | 462Aa | 464Aa | 459Aa
CEFTIOFUR 100 | 464Aa| 521Bb | 601Bc | 642Cd | 651Cd
GENTAMICINA 200 | 460Aa| 475Aab | 497 Aabc | 511Bbc | 531B¢
SULFAMETAZINA | 100 | 464Aa| 465Aa | 465Aa | 465Aa | 469Aa
TETRACICLINA 100 | 464Aa| 466Aa | 466Aa | 470Aa | 473Aa
FC 211 -pH 5,4
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO | (/" 5 05 075 N 75
AMOXICILINA 4 |543Aa| 545Aa | 543Aa | 553Aa | 537Aa
CEFTIOFUR 100 |542Aa| 573Ab | 614Cc | 645Bd | 653Cd
GENTAMICINA 200 |542Aa| 569Ab | 58Bb | 619Bc | 6,23B¢C
SULFAMETAZINA | 100 |543Aa| 545Aa | 546Aa | 54Aa | 550Aa
TETRACICLINA 100 |543Aa| 548Aa | 548Aa | 556Aa | 56LAa

Legenda: Letras mailsculas comparam antimicrobianos (colunas), letras minusculas comparam 0s
fatores do LMR (linhas). Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05), letras
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diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Fatores do LMR: 0 = isento de
antimicrobiano / controle; 0,5 = 50% do LMR; 0,75 = 75% do LMR; 1,0 = 1 LMR; 1,25 = 125% do
LMR.

Ao nivel do LMR, houve aumento de tempo significativo (p < 0,05) para o
antimicrobiano gentamicina em relacdo ao controle, indicativo da existéncia de linha ténue
entre processos fermentativos normais e possiveis consequéncias tecnolégicas.

Estes achados indicam que concentragdes superiores deste antimicrobiano tendem
a desencadear falhas de processos e perdas produtivas na fabricacdo de lacteos fermentados,
devido a possivel inibicdo do fermento composto por Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris.

N&o é significativo, porém, o aparente efeito acelerador da fermentacéo por adi¢éo
de amoxicilina; apesar de haver aparente diminuicdo das médias em relacdo ao controle, as
concentracdes utilizadas ndo influenciaram significativamente (p > 0,05) a acidificacdo do
leite (Quadro 11).

Ainda que ndo tenham ocorrido diferencgas significativas, a aceleracdo do processo
de acidificacdo pode indicar um possivel quadro de resisténcia antimicrobiana. De fato, Hill
(2017) afirma que cepas resistentes tendem a aumentar as taxas de acidificacdo do meio,
guando em contato com antimicrobianos em baixa atividade inibitdria.

Na inibicdo da fermentacdo por residuos de antimicrobianos, o crescimento inicial
pode ser prejudicado e se tornar lento, ou mesmo levar ao bloqueio de producdo de &cido
lactico (EMEA, 2000; HILL, 2017). Em alguns casos, quando a inibicdo ndo é severa, cepas
resistentes tendem a aumentar a acidificacdo (HILL, 2017).

Estudos anteriormente realizados ja demonstravam comportamento semelhante de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris frente a baixas doses de
penicilina (0,10 a 0,15 Ul/mL) (HAMMER; BABEL, 1957).

Ao valor de pH 5,4, tratamentos com amoxicilina, sulfametazina e tetraciclina se
mostraram iguais ao controle, independentemente da concentracao utilizada (p > 0,05).

A abordagem da variagdo de pH em tempo definido pela amostra controle
permitiu a confirmacdo dos resultados observados para ceftiofur e gentamicina, em ambos 0s
valores de pHs de interesse para esta cultura lactica comercial. Ambos os antimicrobianos
causaram diferencas significativas (p < 0.05) em relacdo as médias de pH atingidas pelas
amostras controle. Neste caso, as concentracfes influenciaram no desenvolvimento da acidez,
onde doses em torno de 0,5 do LMR ja se demonstraram significativamente diferentes (p <

0,05) do controle testado, acarretando em atrasos na acidificacdo do meio. (Quadro 12).
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Estes dados demonstram que dosagens inferiores aos respectivos LMR, para os
antimicrobianos ceftiofur e gentamicina, foram capazes de promover inibicdo do fermento
composto por Lactococcus lactis ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp. cremoris.

De fato, a resisténcia a tetraciclina, por bombas de efluxo multidrogas, ja foi
anteriormente relatada, contribuindo para explicar o efeito observado para este estudo
(PERRETEN et al., 2001; POELARENDS, MAZERKIEWICZ, KONINGS, 2002).

Os achados para amoxicilina e sulfametazina podem refletir o estudo de Aziz,
Abdulraman e Essa (2015), que demonstraram a resisténcia de cepas de Lactococcus lactis
aos antimicrobianos citados.

Todavia, estes autores também encontram cepas resistentes a gentamicina e a
ceftriaxona, uma cefalosporina de terceira geracdo, como o ceftiofur (AZIZ;
ABDULRAMAN; ESSA, 2015).

As cefalosporinas de terceira geracdo possuem menor espectro de acdo contra
bactérias Gram-positivas (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006); contudo, o ceftiofur
se mostrou ativo contra o fermento aqui testado. Diferencas nas cepas testadas, na qualidade e
nas caracteristicas intrinsecas de cada animal podem ter diferenciado o resultado entre

estudos.

5.3 DELVO® FRESH YS-131 (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus).

A cultura mista, termofilica, concentrada, composta por Streptococcus
thermophillus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, € utilizada na producéo de iogurtes.
Este fermento, fabricada para utilizacdo direta, tem o valor de pH estabelecido para final da
fermentacdo em 4,6, ideal para a formagdo do produto.

Em analise inicial, com base na comparagdo de diferencas entre as médias das
amostras dopadas e as amostras controle, percebeu-se um comportamento inesperado do
fermento frente aos antimicrobianos amoxicilina e sulfametazina, com tendéncias a acelerar o
processo de acidificagdo do leite. As diferencas medias sugerem que amostras dopadas com
amoxicilina aceleraram o processo em até 30 minutos. A sulfametazina parece ter auxiliado
no processo fermentativo de maneira mais intensa, onde o tempo para se atingir o pH foi

acelerado entre 30 a 70 minutos (Grafico 6). Estes resultados podem representar um possivel
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quadro de resisténcia, em que, apenas dosagens maiores dos antimicrobianos selecionados
seriam capazes de inibir o fermento testado (HANDWERGER; TOMASZ, 1985; KESTER,;
FORTUNE, 2014).

Entretanto, gentamicina e tetraciclina parecem ter exercido efeito inibitério sobre
o fermento testado. Segundo as diferencas médias (Grafico 6) observadas, estes

antimicrobianos produziram atrasos que variaram de 10 minutos a 90 minutos cada.

Graéfico 6 — Diferencas médias entre o tempo (minutos) de obtencdo do pH 4,6 entre amostras
dopadas com antimicrobianos selecionados e a amostra controle, para o fermento DELVO®
FRESH YS-131.

YS 131, pH 4.6 - Diferencas meédias
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Legenda: Eixo das abcissas (x) composto por cinco antimicrobianos selecionados; eixo das ordenadas
(y) representa o a diferenca média do tempo em minutos necessarios para se atingir o pH 4,6 em
relacdo ao controle.

Mais uma vez, o antimicrobiano ceftiofur foi capaz de inibir, quase que
totalmente, as atividades fermentativas. Mesmo ao final do prazo méximo de incubacéo, a
maior parte das amostras ndo atingiram o pH desejado. Desta forma, quando do néo
atingimento do pH de interesse durante a experimentacao, foi atribuido o tempo maximo de
experimentacdo comum a todos o0s ensaios (945 minutos) para possibilitar a avaliacdo

estatistica dos dados, conforme descrito no Quadro 13.
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Quadro 13 — Tempo (minutos) de atingimento do pH pelo fermento DELVO® FRESH YS-
131, sob adicdo de concentracOes de ceftiofur em torno do LMR.

YS 131-pH 4,6
Animal Fator do Tempo (minutos) para Tempo (minutos) atribuido
LMR atingir o pH
1 0.5 Né&o obtido 945
1 0.75 Né&o obtido 945
1 1 Né&o obtido 945
1 1.25 N&o obtido 945
2 0.5 767 945
2 0.75 N&o obtido 945
2 1 Né&o obtido 945
2 1.25 Né&o obtido 945
3 0.5 Né&o obtido 945
3 0.75 915 945
3 1 503* 945
3 1.25 Né&o obtido 945

Legenda: Tempo (minutos) de atingimento do pH de interesse e tempo (minutos) atribuido (comum a
todas as experimentagdes), quando do ndo atingimento do pH de interesse durante a experimentacgéo.
O asterisco (*) indica resultado associado a possivel a erro experimental relacionado a dupla adi¢éo da
aliquota de fermento. Fatores do LMR: 0 = isento de antimicrobiano / controle; 0,5 = 50% do LMR,;
0,75 =75% do LMR; 1,0 =1 LMR; 1,25 = 125% do LMR.

Novamente, o baixo coeficiente de variacdo (CV < 15%) demonstra que o
experimento foi bem controlado e que a blocagem dos animais permitiu um controle mais
eficaz quanto as possiveis interferéncias no resultado dos tratamentos. O bloco de animais ndo
teve efeito significativo (p > 0,05), quando comparado as demais fontes de variacdo, que
apresentaram efeito significativo (p < 0,05 na tabela de analise de variancia.

A atividade fermentativa do fermento lactico composto por Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ndo apresentou diferenca
significativa (p > 0,05) quando testada frente a concentracdes de amoxicilina e sulfametazina,
apesar de as medias serem perceptivelmente menores que as médias apresentadas pelas
amostras controle. Estes antimicrobianos mostraram efeitos estatisticamente iguais a amostra
controle, independentemente da concentragdo utilizada ou da resposta pesquisada (tempo ou
pH) (Quadros 14 e 15).

Ainda que ndo tenham ocorrido diferencas significativas, a aceleracdo do processo
de acidificacdo pode indicar um possivel quadro de resisténcia antimicrobiana. Novamente,

Hill (2017) sugere que cepas resistes tendem a aumentar as taxas de acidificagdo do meio,
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quando em contato com antimicrobianos em baixa concentragdo. As baixas dosagens
utilizadas podem justificar a possivel acelera¢do do processo fermentativo.

As médias de tempo para se atingir o valor desejado de pH apresentadas pelo
fermento, em presenca de ceftiofur, foram significativamente maiores (p < 0,05) que as
meédias para os demais antimicrobianos aos niveis testados e ao controle. Isso demonstra que o
ceftiofur apresentou amplo efeito inibitorio, mesmo abaixo do LMR estabelecido (Quadro
14).

Observa-se também que, em concentracdo equivalente a 1,25 do LMR, amostras
dopadas com o antimicrobiano tetraciclina se mostraram significativamente diferentes (p <
0,05) do controle utilizado e das demais amostras dopadas com antimicrobianos em mesma
concentracdo. Apesar de a concentracdo ndo ter interferido diretamente na diferenciacdo do
antimicrobiano frente aos demais, o tempo médio para se atingir o pH foi maior que o gasto
pela amostra controle, e superior as amostras dopadas com amoxicilina e sulfametazina, o que
justifica a diferenca encontrada.

Para as amostras dopadas com gentamicina a 1,25 do LMR, percebe-se
semelhanca ao controle, com tendéncia a diferenciacdo, e evolucdo em similaridade com
amostras dopadas com tetraciclina em mesmo nivel de concentracdo. De toda forma, esta
analise permite sustentar que niveis marginalmente violativos de gentamicina podem gerar

inibicdo do fermento e refletir em consideraveis perdas na producédo de lacteos fermentados.

Quadro 14 — Comparacdo de médias para o fermento DELVO® FRESH YS-131, referentes

aos tempos (minutos) de fermentacéo requeridos para atingimento de pH 4,6.

COMPARACAO DE MEDIAS

YS131-pH 4,6
LMR FATORES DO LMR

ANTIMICROBIANO (Hg/L) 0 05 0.75 10 125
AMOXICILINA 4 510Aa | 494Aa 506 Aa | 476 Aa | 471 Aa
CEFTIOFUR 100 | 472 Aa | 886Bbc | 935Bc 797Bb | 945Cc
GENTAMICINA 200 | 472Aa | 483Aa 523Aa | 508 Aa |562 ABa
SULFAMETAZINA 100 | 536 Aa | 480Aa 464 Aa | 507Aa | 483Aa
TETRACICLINA 100 | 536 Aa | 552Aa 579 Aa | 603Aa | 646Ba

Legenda: Letras mailsculas comparam antimicrobianos (colunas), letras mindsculas comparam os
fatores do LMR (linhas). Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05), letras
diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Fatores do LMR: 0 = isento de
antimicrobiano / controle; 0,5 = 50% do LMR; 0,75 = 75% do LMR; 1,0 = 1 LMR; 1,25 = 125% do
LMR.




62

A comparacdo de médias, com base na variacdo de pH no tempo fixado pela
amostra controle reforcou a diferenca significativa (p < 0,05) do ceftiofur perante os demais

tratamentos. No entanto, outras diferencas ndo foram encontradas (Quadro 15).

Quadro 15 — Comparacao de médias para o fermento DELVO® FRESH YS-131, referente a
variacdo de pH nos tratamentos, no tempo (minutos) de atingimento do pH 4,6 pela amostra

controle.

COMPARACAO DE MEDIAS

YS 131 - pH 4,6
LMR FATORES DO LMR
ANTIMICROBIANO | /") 5 55 0.75 o 75
AMOXICILINA 4 [464Aa| 462Aa | 464Aa | 460Aa | 459Aa
CEFTIOFUR 100 |464Aa| 637Bc | 653Bc | 590Bb | 656Bc
GENTAMICINA 200 |464Aa| 465Aa | 469Aa | 468Aa | 473Aa
SULFAMETAZINA | 100 |464Aa| 459Aa | 457Aa | 461Aa | 459Aa
TETRACICLINA 100 |464Aa| 465Aa | 468Aa | 470Aa | 474Aa

Legenda: Letras mailsculas comparam antimicrobianos (colunas), letras mintdsculas comparam os
fatores do LMR (linhas). Letras iguais indicam resultados estatisticamente iguais (p > 0,05), letras
diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05). Fatores do LMR: 0 = isento de
antimicrobiano / controle; 0,5 = 50% do LMR; 0,75 = 75% do LMR; 1,0 = 1 LMR; 1,25 = 125% do
LMR.

Os resultados demonstraram, ainda mais uma vez, que residuos do antimicrobiano
ceftiofur, em concentracbes abaixo do respectivo LMR estabelecido, sdo suficientes para
promover a inibicdo da atividade fermentativa desenvolvida pelo fermento comercial
composto por Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.

Estudos anteriores demonstraram a inibicdo desta cultura por gentamicina e
tetraciclina ((RIZZOTTI, et al., 2009; ARIOLLI, et al., 2014). Nao obstante, Elkins e Mullis
(2004), citam que Lactobacillus ssp. apresentam menor susceptibilidade a antimicrobianos
aminoglicosideos, pelo fato de apresentarem menor permeabilidade de membrana. Como a
gentamicina atua na sub-unidade ribossémica 30S, é necessario que esta adentre o citoplasma
para efeito antimicrobiano (SPINOSA; GORNIAK; BERNARDI, 2006).
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CONCLUSAO

A hipdtese norteadora deste estudo ndo deve ser rejeitada segundo o conjunto de
evidéncias obtidas experimentalmente. Houve inibi¢do dos fermentos comerciais testados por

concentragdes de antimicrobianos abaixo e em torno dos LMR estabelecidos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Amoxicilina e sulfametazina tiveram um comportamento semelhante com baixo
ou nenhum efeito inibitorio sobre os fermentos comerciais testados, 0 que deixa de ser uma
caracteristica intrinseca a um determinado microrganismo.

Analogamente, o ceftiofur também apresentou comportamento similar entre os
fermentos testados, com ampla inibicdo da atividade fermentativa. Todavia, cabe salientar que
o ceftiofur apés metabolizado no organismo animal, é excretado na forma de
desfuroilceftiofur (EMEA, 1999). A despeito disso, as legislagcdes regulatdrias nacionais ainda
ndo estabelecem limites maximos para este metabolito (BRASIL, 2017), j& que os limites
fixados séo relativos a substancia-mae, conforme empregada no presente estudo.

De toda forma, o ceftiofur foi capaz de inibir a maioria das bactérias lacticas
testadas na forma dos fermentos comerciais aqui avaliados, o que se alinha a resultados
publicados pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA, 1999).

Alguns achados desta experimentacdo se mostram diferentes dos reportados por
estudos anteriores. Porém, cabe salientar que os estudos referentes a inibicdo de bactérias
lacticas, especificamente as utilizadas na producédo de lacteos fermentados, além da diminuta
quantidade disponivel, sdo realizados por outros métodos, especialmente via contagem padrao
em placas.

Este estudo foi conduzido de maneira inédita, sem prejuizo de resguardar
argumentacdo cientifica mecanisticamente equivalente aos poucos estudos existentes. A
utilizacdo do equipamento iCinac (AMS Systea, Frépillon, Franca) permitiu maior controle
experimental, com farta captacdo de dados simples, mas diretamente correlacionaveis a

efetiva atividade fermentativa, e sua eventual susceptibilidade aos antimicrobianos testados.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em trabalhos futuros, a avaliacdo e comparacdo da presenca de eventuais
plasmideos e genes de resisténcia nas culturas comerciais, frente a culturas naturalmente
obtidas e utilizadas na fabricacéo de queijos e iogurtes, podem trazer resultados que elucidem
mecanisticamente as informacGes aqui apresentadas, caracterizadas e discutidas. Todavia,
cabe aos oOrgdos reguladores o desenvolvimento de novos estudos para aprimorar e
restabelecer limites méximos de residuos que ndo oferecam riscos a salde publica, mas que
contemplem de maneira eficaz o desenvolvimento tecnoldgico de produtos fermentados. A
percepcao de que residuos de antimicrobianos, mesmo abaixo do LMR, sdo capazes de alterar
0 processo fermentativo e gerar prejuizos a producédo tende a auxiliar na educacao da cadeia
para 0 uso cada vez mais prudente de medicamentos veterinarios, aspecto de importancia

mundialmente crescente no contexto da qualidade priméria do leite.
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APENDICE A — APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARA O FERMENTO DELVO®
CHEESE CP-101

FERMENTO pH ANIMAL ANTIBIOTICO CONCENTRACAO (LMR) | TEMPO (minutos)
CP 101 5 1 AMOXICILINA o 187
CP 101 5 1 AMOXICILINA 0.5 191
CP 101 5 1 AMOXICILINA 0.75 191
CP 101 5 1 AMOXICILINA 1 191
CP 101 5 1 AMOXICILINA 1.25 191
CP 101 5 2 AMOXICILINA o 195
CP 101 5 2 AMOXICILINA 0.5 199
CP 101 5 2 AMOXICILINA 0.75 191
CP 101 5 2 AMOXICILINA 1 195
CP 101 5 2 AMOXICILINA 1.25 195
CP 101 5 3 AMOXICILINA o 183
CP 101 5 3 AMOXICILINA 0.5 195
CP 101 5 3 AMOXICILINA 0.75 195
CP 101 5 3 AMOXICILINA 1 191
CP 101 5 3 AMOXICILINA 1.25 191
CP 101 5 1 SULFAMETAZINA o 187
CP 101 5 1 SULFAMETAZINA 0.5 191
CP 101 5 1 SULFAMETAZINA 0.75 187
CP 101 5 1 SULFAMETAZINA 1 187
CP 101 5 1 SULFAMETAZINA 1.25 187
CP 101 5 2 SULFAMETAZINA o 195
CP 101 5 2 SULFAMETAZINA 0.5 199
CP 101 5 2 SULFAMETAZINA 0.75 199
CP 101 5 2 SULFAMETAZINA 1 211
CP 101 5 2 SULFAMETAZINA 1.25 203
CP 101 5 3 SULFAMETAZINA o 195
CP 101 5 3 SULFAMETAZINA 0.5 191
CP 101 5 3 SULFAMETAZINA 0.75 187
CP 101 5 3 SULFAMETAZINA 1 195
CP 101 5 3 SULFAMETAZINA 1.25 191
CP 101 5 1 TETRACICLINA o 187
CP 101 5 1 TETRACICLINA 0.5 207
CP 101 5 1 TETRACICLINA 0.75 227
CP 101 5 1 TETRACICLINA 1 235
CP 101 5 1 TETRACICLINA 1.25 247
CP 101 5 2 TETRACICLINA o 195
CP 101 5 2 TETRACICLINA 0.5 211
CP 101 5 2 TETRACICLINA 0.75 219
CP 101 5 2 TETRACICLINA 1 227
CP 101 5 2 TETRACICLINA 1.25 239
CP 101 5 3 TETRACICLINA o 195
CP 101 5 3 TETRACICLINA 0.5 207
CP 101 5 3 TETRACICLINA 0.75 211
CP 101 5 3 TETRACICLINA 1 215
CP 101 5 3 TETRACICLINA 1.25 223
CP 101 5 1 CEFTIOFUR o 183
CP 101 5 1 CEFTIOFUR 0.5 843
CP 101 5 1 CEFTIOFUR 0.75 791
CP 101 5 1 CEFTIOFUR 1 751
CP 101 5 1 CEFTIOFUR 1.25 839
CP 101 5 2 CEFTIOFUR o 195
CP 101 5 2 CEFTIOFUR 0.5 611
CP 101 5 2 CEFTIOFUR 0.75 679
CP 101 5 2 CEFTIOFUR 1 787
CP 101 5 2 CEFTIOFUR 1.25 935
CP 101 5 3 CEFTIOFUR o 183
CP 101 5 3 CEFTIOFUR 0.5 559
CP 101 5 3 CEFTIOFUR 0.75 607
CP 101 5 3 CEFTIOFUR 1 903
CP 101 5 3 CEFTIOFUR 1.25 819
CP 101 5 1 GENTAMICINA o 183
CP 101 5 1 GENTAMICINA 0.5 191
CP 101 5 1 GENTAMICINA 0.75 183
CP 101 5 1 GENTAMICINA 1 187
CP 101 5 1 GENTAMICINA 1.25 187
CP 101 5 2 GENTAMICINA o 195
CP 101 5 2 GENTAMICINA 0.5 199
CP 101 5 2 GENTAMICINA 0.75 199
CP 101 5 2 GENTAMICINA 1 195
CP 101 5 2 GENTAMICINA 1.25 207
CP 101 5 3 GENTAMICINA o 183
CP 101 5 3 GENTAMICINA 0.5 191
CP 101 5 3 GENTAMICINA 0.75 191
CP 101 5 3 GENTAMICINA 1 195
CP 101 5 3 GENTAMICINA 1.25 203




FERMENTO pH ANIMAL | ANTIBIOTICO | CONCENTRACAO (LMR) | TEMPO (minutos)
cP 101 5.1 1 AMOXICILINA o 175
cpP 101 5.1 1 AMOXICILINA 0.5 179
cP 101 5.1 1 AMOXICILINA 0.75 183
CcP 101 5.1 1 AMOXICILINA 1 179
cp 101 5.1 1 AMOXICILINA 1.25 179
cp 101 5.1 2 AMOXICILINA o 183
cP 101 5.1 2 AMOXICILINA 0.5 187
cP 101 5.1 2 AMOXICILINA 0.75 179
cp 101 5.1 2 AMOXICILINA 1 183
cp 101 5.1 2 AMOXICILINA 1.25 183
cpP 101 5.1 3 AMOXICILINA o 175
cP 101 5.1 3 AMOXICILINA 0.5 183
CcP 101 5.1 3 AMOXICILINA 0.75 183
cp 101 5.1 3 AMOXICILINA 1 183
cP 101 5.1 3 AMOXICILINA 1.25 179
CcP 101 5.1 1 SULFAMETAZINA o 175
CcP 101 5.1 1 SULFAMETAZINA 0.5 179
cp 101 5.1 1 SULFAMETAZINA 0.75 175
cp 101 5.1 1 SULFAMETAZINA 1 179
cpP 101 5.1 1 SULFAMETAZINA 1.25 175
cP 101 5.1 2 SULFAMETAZINA o 183
CcP 101 5.1 2 SULFAMETAZINA 0.5 187
cp 101 5.1 2 SULFAMETAZINA 0.75 187
cp 101 5.1 2 SULFAMETAZINA 1 199
cP 101 5.1 2 SULFAMETAZINA 1.25 191
CcP 101 5.1 3 SULFAMETAZINA o 183
cp 101 5.1 3 SULFAMETAZINA 0.5 179
cp 101 5.1 3 SULFAMETAZINA 0.75 179
cpP 101 5.1 3 SULFAMETAZINA 1 183
CcP 101 5.1 3 SULFAMETAZINA 1.25 179
CcP 101 5.1 1 TETRACICLINA o 175
cp 101 5.1 1 TETRACICLINA 0.5 191
cp 101 5.1 1 TETRACICLINA 0.75 211
cpP 101 5.1 1 TETRACICLINA 1 219
CcP 101 5.1 1 TETRACICLINA 1.25 231
cp 101 5.1 2 TETRACICLINA o 183
cp 101 5.1 2 TETRACICLINA 0.5 195
cpP 101 5.1 2 TETRACICLINA 0.75 203
cP 101 5.1 2 TETRACICLINA 1 211
CcP 101 5.1 2 TETRACICLINA 1.25 219
cp 101 5.1 3 TETRACICLINA o 183
cp 101 5.1 3 TETRACICLINA 0.5 195
cpP 101 5.1 3 TETRACICLINA 0.75 199
cP 101 5.1 3 TETRACICLINA 1 203
CcP 101 5.1 3 TETRACICLINA 1.25 207
CcP 101 5.1 1 CEFTIOFUR o 171
cpP 101 5.1 1 CEFTIOFUR 0.5 835
cP 101 5.1 1 CEFTIOFUR 0.75 779
CcP 101 5.1 1 CEFTIOFUR 1 747
cp 101 5.1 1 CEFTIOFUR 1.25 827
cp 101 5.1 2 CEFTIOFUR o 183
cP 101 5.1 2 CEFTIOFUR 0.5 599
cP 101 5.1 2 CEFTIOFUR 0.75 659
CcP 101 5.1 2 CEFTIOFUR 1 775
cp 101 5.1 2 CEFTIOFUR 1.25 923
cpP 101 5.1 3 CEFTIOFUR o 175
cP 101 5.1 3 CEFTIOFUR 0.5 547
cP 101 5.1 3 CEFTIOFUR 0.75 595
cp 101 5.1 3 CEFTIOFUR 1 887
cpP 101 5.1 3 CEFTIOFUR 1.25 799
CcP 101 5.1 1 GENTAMICINA o 171
CcP 101 5.1 1 GENTAMICINA 0.5 179
CcP 101 5.1 1 GENTAMICINA 0.75 171
cp 101 5.1 1 GENTAMICINA 1 179
cp 101 5.1 1 GENTAMICINA 1.25 175
cpP 101 5.1 2 GENTAMICINA o 183
CcP 101 5.1 2 GENTAMICINA 0.5 187
cp 101 5.1 2 GENTAMICINA 0.75 187
cp 101 5.1 2 GENTAMICINA 1 183
cpP 101 5.1 2 GENTAMICINA 1.25 191
cP 101 5.1 3 GENTAMICINA o 175
CcP 101 5.1 3 GENTAMICINA 0.5 183
cp 101 5.1 3 GENTAMICINA 0.75 183
cpP 101 5.1 3 GENTAMICINA 1 183
CcP 101 5.1 3 GENTAMICINA 1.25 191

Legenda: Tempo de atingimento do pH de interesse, organizado de acordo com o fermento,

pH de interesse, animal, antimicrobiano e dosagem de antimicrobiano.
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APENDICE B — APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARA O FERMENTO DELVO®
CHEESE CP-101 - GRAFICOS

GRAFICO 1 — Evolugéo fermentativa do fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101 em
adicdo de amoxicilina em concentragdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.

GRAFICO 2 — Evolucéo fermentativa do fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101 em
adicéo de ceftiofur em concentracdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.



76

GRAFICO 3 — Evolugéo fermentativa do fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101 em
adicédo de gentamicina em concentracGes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.

GRAFICO 4 — Evolugéo fermentativa do fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101 em
adicdo de sulfametazina em concentracdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.
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GRAFICO 05 — Evolucdo fermentativa do fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101
em adigéo de tetraciclina em concentragdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.
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APENDICE C — APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARA O FERMENTO DELVO®
FRESH FC-211

FERMENTO pH ANIMAL | ANTIBIOTICO | CONCENTRACAO (LMR) | TEMPO (minutos)
FC 211 4.6 1 AMOXICILINA o 339
FC 211 a.6 1 AMOXICILINA 0.5 355
FC 211 a.6 1 AMOXICILINA 0.75 347
FC 211 a.6 1 AMOXICILINA 1 327
FC 211 a.6 1 AMOXICILINA 1.25 327
FC 211 4.6 2 AMOXICILINA o 355
FC 211 a.6 2 AMOXICILINA 0.5 355
FC 211 a.6 2 AMOXICILINA 0.75 351
FC 211 a.6 2 AMOXICILINA 1 355
FC 211 a.6 2 AMOXICILINA 1.25 327
FC 211 a.6 3 AMOXICILINA o 543
FC 211 a.6 3 AMOXICILINA 0.5 547
FC 211 a.6 3 AMOXICILINA 0.75 535
FC 211 4.6 3 AMOXICILINA 1 547
FC 211 4.6 3 AMOXICILINA 1.25 535
FC 211 a.6 1 EULFAMETAZINA o 339
FC 211 a.6 1 EULFAMETAZINA 0.5 343
FC 211 a.6 1 EULFAMETAZINA 0.75 343
FC 211 a.6 1 EULFAMETAZINA 1 347
FC 211 a.6 1 BULFAMETAZINA 1.25 363
FC 211 4.6 2 BULFAMETAZINA o 355
FC 211 4.6 2 BULFAMETAZINA 0.5 375
FC 211 a.6 2 BULFAMETAZINA 0.75 367
FC 211 a.6 2 EULFAMETAZINA 1 371
FC 211 a.6 2 EULFAMETAZINA 1.25 383
FC 211 a.6 3 EULFAMETAZINA o 563
FC 211 a.6 3 BULFAMETAZINA 0.5 559
FC 211 a.6 3 BULFAMETAZINA 0.75 563
FC 211 4.6 3 BULFAMETAZINA 1 559
FC 211 4.6 3 BULFAMETAZINA 1.25 567
FC 211 a.6 1 TETRACICLINA o 339
FC 211 a.6 1 TETRACICLINA 0.5 355
FC 211 a.6 1 TETRACICLINA 0.75 351
FC 211 a.6 1 TETRACICLINA 1 375
FC 211 a.6 1 TETRACICLINA 1.25 387
FC 211 a.6 2 TETRACICLINA o 355
FC 211 4.6 2 TETRACICLINA 0.5 355
FC 211 4.6 2 TETRACICLINA 0.75 367
FC 211 a.6 2 TETRACICLINA 1 379
FC 211 a.6 2 TETRACICLINA 1.25 383
FC 211 a.6 3 TETRACICLINA o 563
FC 211 a.6 3 TETRACICLINA 0.5 571
FC 211 a.6 3 TETRACICLINA 0.75 567
FC 211 a.6 3 TETRACICLINA 1 571
FC 211 4.6 3 TETRACICLINA 1.25 579
FC 211 4.6 1 CEFTIOFUR o 307
FC 211 a.6 1 CEFTIOFUR 0.5 NA
FC 211 a.6 1 CEFTIOFUR 0.75 NA
FC 211 a.6 1 CEFTIOFUR 1 NA
FC 211 a.6 1 CEFTIOFUR 1.25 NA
FC 211 a.6 2 CEFTIOFUR o 375
FC 211 a.6 2 CEFTIOFUR 0.5 NA
FC 211 4.6 2 CEFTIOFUR 0.75 NA
FC 211 4.6 2 CEFTIOFUR 1 NA
FC 211 a.6 2 CEFTIOFUR 1.25 NA
FC 211 a.6 3 CEFTIOFUR o 543
FC 211 a.6 3 CEFTIOFUR 0.5 NA
FC 211 a.6 3 CEFTIOFUR 0.75 NA
FC 211 a.6 3 CEFTIOFUR 1 NA
FC 211 4.6 3 CEFTIOFUR 1.25 NA
FC 211 4.6 1 GENTAMICINA o 307
FC 211 a.6 1 GENTAMICINA 0.5 351
FC 211 a.6 1 GENTAMICINA 0.75 391
FC 211 a.6 1 GENTAMICINA 1 391
FC 211 a.6 1 GENTAMICINA 1.25 395
FC 211 a.6 2 GENTAMICINA o 375
FC 211 a.6 2 GENTAMICINA 0.5 399
FC 211 a.6 2 GENTAMICINA 0.75 415
FC 211 a.6 2 GENTAMICINA 1 535
FC 211 a.6 2 GENTAMICINA 1.25 503
FC 211 a.6 3 GENTAMICINA o 543
FC 211 a.6 3 GENTAMICINA 0.5 591
FC 211 a.6 3 GENTAMICINA 0.75 647
FC 211 a.6 3 GENTAMICINA 1 695
FC 211 4.6 3 GENTAMICINA 1.25 779




FERMENTO pH ANIMAL ANTIBIOTICO | CONCENTRACAO (LMR) | TEMPO (minutos)
FC 211 5.4 1 AMOXICILINA [5) 227
FC211 5.4 1 AMOXICILINA 0.5 235
FC211 5.4 1 AMOXICILINA 0.75 231
FC 211 5.4 1 AMOXICILINA 1 235
FC211 5.4 1 AMOXICILINA 1.25 231
FC211 5.4 2 AMOXICILINA o) 243
FC211 5.4 2 AMOXICILINA 0.5 243
FC211 5.4 2 AMOXICILINA 0.75 239
FC211 5.4 2 AMOXICILINA 1 259
FC211 5.4 2 AMOXICILINA 1.25 219
FC211 5.4 3 AMOXICILINA o) 431
FC 211 5.4 3 AMOXICILINA 0.5 431
FC211 5.4 3 AMOXICILINA 0.75 431
FC211 5.4 3 AMOXICILINA 1 439
FC211 5.4 3 AMOXICILINA 1.25 435
FC 211 5.4 1 SULFAMETAZINA [5) 227
FC 211 5.4 1 SULFAMETAZINA 0.5 231
FC211 5.4 1 SULFAMETAZINA 0.75 231
FC211 5.4 1 SULFAMETAZINA 1 231
FC211 5.4 1 SULFAMETAZINA 1.25 235
FC211 5.4 2 SULFAMETAZINA o) 243
FC211 5.4 2 SULFAMETAZINA 0.5 251
FC 211 5.4 2 SULFAMETAZINA 0.75 247
FC 211 5.4 2 SULFAMETAZINA 1 247
FC211 5.4 2 SULFAMETAZINA 1.25 259
FC211 5.4 3 SULFAMETAZINA o) 451
FC211 5.4 3 SULFAMETAZINA 0.5 447
FC 211 5.4 3 SULFAMETAZINA 0.75 451
FC211 5.4 3 SULFAMETAZINA 1 451
FC211 5.4 3 SULFAMETAZINA 1.25 447
FC 211 5.4 1 TETRACICLINA [5) 227
FC211 5.4 1 TETRACICLINA 0.5 239
FC211 5.4 1 TETRACICLINA 0.75 239
FC211 5.4 1 TETRACICLINA 1 251
FC211 5.4 1 TETRACICLINA 1.25 263
FC211 5.4 2 TETRACICLINA o) 243
FC211 5.4 2 TETRACICLINA 0.5 243
FC211 5.4 2 TETRACICLINA 0.75 247
FC211 5.4 2 TETRACICLINA 1 255
FC 211 5.4 2 TETRACICLINA 1.25 259
FC211 5.4 3 TETRACICLINA o) 451
FC211 5.4 3 TETRACICLINA 0.5 459
FC211 5.4 3 TETRACICLINA 0.75 455
FC 211 5.4 3 TETRACICLINA 1 459
FC211 5.4 3 TETRACICLINA 1.25 459
FC 211 5.4 1 CEFTIOFUR 0 211
FC211 5.4 1 CEFTIOFUR 0.5 251
FC211 5.4 1 CEFTIOFUR 0.75 NA
FC211 5.4 1 CEFTIOFUR 1 991
FC 211 5.4 1 CEFTIOFUR 1.25 NA
FC 211 5.4 2 CEFTIOFUR o) 259
FC211 5.4 2 CEFTIOFUR 0.5 283
FC211 5.4 2 CEFTIOFUR 0.75 NA
FC211 5.4 2 CEFTIOFUR 1 NA
FC211 5.4 2 CEFTIOFUR 1.25 NA
FC211 5.4 3 CEFTIOFUR o) 431
FC211 5.4 3 CEFTIOFUR 0.5 535
FC 211 5.4 3 CEFTIOFUR 0.75 NA
FC211 5.4 3 CEFTIOFUR 1 NA
FC211 5.4 3 CEFTIOFUR 1.25 NA
FC 211 5.4 1 GENTAMICINA [§) 211
FC211 5.4 1 GENTAMICINA 0.5 243
FC211 5.4 1 GENTAMICINA 0.75 259
FC211 5.4 1 GENTAMICINA 1 263
FC211 5.4 1 GENTAMICINA 1.25 271
FC211 5.4 2 GENTAMICINA o) 259
FC211 5.4 2 GENTAMICINA 0.5 263
FC 211 5.4 2 GENTAMICINA 0.75 275
FC211 5.4 2 GENTAMICINA 1 399
FC211 5.4 2 GENTAMICINA 1.25 371
FC211 5.4 3 GENTAMICINA o) 431
FC211 5.4 3 GENTAMICINA 0.5 483
FC 211 5.4 3 GENTAMICINA 0.75 523
FC211 5.4 3 GENTAMICINA 1 567
FC 211 5.4 3 GENTAMICINA 1.25 655

Legenda: Tempo de atingimento do pH de
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interesse, organizado de acordo com o fermento,
pH de interesse, animal, antimicrobiano e dosagem de antimicrobiano.NA = O valor de pH
néo foi alcangado durante o ensaio.
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APENDICE D — APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARA O FERMENTO DELVO®
FRESH FC-211 - GRAFICOS

GRAFICO 1 — Evolugdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH FC-211 em
adicdo de amoxicilina em concentragdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.

GRAFICO 2 — Evolugdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH FC-211 em
adicéo de ceftiofur em concentragdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.
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GRAFICO 3 — Evolugdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH FC-211 em
adicédo de gentamicina em concentracGes em torno de seu respectivo LMR.

FC 211 - Gentamicina - Média de trés repeticdes

6.90
660 o= -
6.30
N
6.00 RN R
T \\ \\‘\
= 5.70 AN ~
EAD) —— e e e e e e ‘;\\_“\_ — _‘";M__‘_: ___________________________
5.10 e N
4.80 . _ S
450 T T T T T T T T T T T s s s T s s s s s s s s T :-_:_f_:‘._‘____““"""‘--:__‘_:_:““
=T T e SO = s T o T, IO B 0 = T ¥ TR Y S S = T TR T S o o O = 0 TR ¥ T e O o 0 N = N ¥y
M M~ O = M~ — " 0 1N M W O M M~ — = 0 — i o W T oM
— = = N M s ST W W W WO W W P~ M~ M~ 00 000
Tempo em minutos
X Controle X 0,5 x 0,75 % 1,0
% 1,25 ---- pH46 -—-—--pHS5,4

Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.

GRAFICO 4 — Evolugdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH FC-211 em
adicdo de sulfametazina em concentracdes em torno de seu respectivo LMR.
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6.90

6.60 ——

: | _____::\_:.\___\_:_:\_.\
: m:::ll':ﬁ‘

pH

5.70 N

5.40
5.10
4.80
450

X Controle

X0,5 X 0,75 X 1,0

x1,25 ----pH46 ----pH54

Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.
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GRAFICO 5 — Evolugdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH FC-211 em
adicéo de Tetraciclina em concentragdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.
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APENDICE E - APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARA O FERMENTO DELVO®
FRESH YS-131

FERMENTO pH ANIMAL ANTIBIOTICO | CONCENTRACAO (LMR) | TEMPO (minutos)
YS 131 1.6 1 AMOXICILINA o 547
Ys 131 4.6 1 AMOXICILINA 0.5 535
YSs 131 4.6 1 AMOXICILINA 0.75 539
YSs 131 4.6 1 AMOXICILINA 1 467
YSs 131 4.6 1 AMOXICILINA 1.25 463
Ys 131 4.6 2 AMOXICILINA o 463
YSs 131 4.6 2 AMOXICILINA 0.5 471
Ys 131 4.6 2 AMOXICILINA 0.75 491
Ys 131 4.6 2 AMOXICILINA 1 475
Ys 131 4.6 2 AMOXICILINA 1.25 479
Ys 131 4.6 3 AMOXICILINA o 519
Ys 131 4.6 3 AMOXICILINA 0.5 475
Ys 131 4.6 3 AMOXICILINA 0.75 487
Ys 131 4.6 3 AMOXICILINA 1 487
YS 131 4.6 3 AMOXICILINA 1.25 471
YS 131 4.6 1 SULFAMETAZINA o 547
YSs 131 4.6 1 SULFAMETAZINA 0.5 447
YSs 131 4.6 1 SULFAMETAZINA 0.75 439
YSs 131 4.6 1 SULFAMETAZINA 1 455
Ys 131 4.6 1 SULFAMETAZINA 1.25 411
YSs 131 4.6 2 SULFAMETAZINA o 543
YSs 131 4.6 2 SULFAMETAZINA 0.5 507
YSs 131 4.6 2 SULFAMETAZINA 0.75 491
YSs 131 4.6 2 SULFAMETAZINA 1 551
YSs 131 4.6 2 SULFAMETAZINA 1.25 523
YSs 131 4.6 3 SULFAMETAZINA o 519
YSs 131 4.6 3 SULFAMETAZINA 0.5 487
YSs 131 4.6 3 SULFAMETAZINA 0.75 463
Ys 131 4.6 3 SULFAMETAZINA 1 515
YS 131 4.6 3 SULFAMETAZINA 1.25 515
YS 131 4.6 1 TETRACICLINA o 547
YSs 131 4.6 1 TETRACICLINA 0.5 523
YSs 131 1.6 1 TETRACICLINA 0.75 579
YSs 131 4.6 1 TETRACICLINA 1 619
YSs 131 1.6 1 TETRACICLINA 1.25 647
YSs 131 1.6 2 TETRACICLINA o 543
YSs 131 1.6 2 TETRACICLINA 0.5 591
YSs 131 4.6 2 TETRACICLINA 0.75 599
Ys 131 4.6 2 TETRACICLINA 1 591
YSs 131 4.6 2 TETRACICLINA 1.25 635
YSs 131 4.6 3 TETRACICLINA o 519
Ys 131 4.6 3 TETRACICLINA 0.5 543
Ys 131 4.6 3 TETRACICLINA 0.75 559
YSs 131 4.6 3 TETRACICLINA 1 599
YS 131 4.6 3 TETRACICLINA 1.25 655
Ys 131 4.6 1 CEFTIOFUR o 435
YSs 131 4.6 1 CEFTIOFUR 0.5 NA
Ys 131 4.6 1 CEFTIOFUR 0.75 NA
Ys 131 4.6 1 CEFTIOFUR 1 NA
Ys 131 4.6 1 CEFTIOFUR 1.25 NA
Ys 131 4.6 2 CEFTIOFUR o 463
Ys 131 4.6 2 CEFTIOFUR 0.5 767
YSs 131 4.6 2 CEFTIOFUR 0.75 NA
YSs 131 4.6 2 CEFTIOFUR 1 NA
YSs 131 4.6 2 CEFTIOFUR 1.25 NA
YSs 131 4.6 3 CEFTIOFUR o 519
YSs 131 4.6 3 CEFTIOFUR 0.5 NA
YSs 131 4.6 3 CEFTIOFUR 0.75 915
YSs 131 4.6 3 CEFTIOFUR 1 503
YS 131 4.6 3 CEFTIOFUR 1.25 NA
YS 131 4.6 1 GENTAMICINA o 547
YSs 131 4.6 1 GENTAMICINA 0.5 443
YSs 131 4.6 1 GENTAMICINA 0.75 547
YSs 131 4.6 1 GENTAMICINA 1 483
YSs 131 4.6 1 GENTAMICINA 1.25 511
YSs 131 4.6 2 GENTAMICINA o 435
YSs 131 4.6 2 GENTAMICINA 0.5 491
YSs 131 4.6 2 GENTAMICINA 0.75 511
YSs 131 4.6 2 GENTAMICINA 1 547
YSs 131 1.6 2 GENTAMICINA 1.25 575
YSs 131 1.6 3 GENTAMICINA o 519
YSs 131 1.6 3 GENTAMICINA 0.5 515
YSs 131 1.6 3 GENTAMICINA 0.75 511
Ys 131 4.6 3 GENTAMICINA 1 495
YSs 131 4.6 3 GENTAMICINA 1.25 599

Legenda: Tempo de atingimento do pH de interesse, organizado de acordo com o fermento,
pH de interesse, animal, antimicrobiano e dosagem de antimicrobiano.NA = O valor de pH

n&o foi alcangado durante o ensaio. NA = O valor de pH ndo foi alcangado durante o ensaio.
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APENDICE F — APRESENTACAO DOS RESULTADOS PARA O FERMENTO DELVO®
FRESH YS-131 - GRAFICOS

GRAFICO 1 — Evolucdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH YS-131 em
adicdo de amoxicilina em concentragdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.

GRAFICO 2 — Evolucio fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH YS-131 em
adicdo de ceftiofur em concentracdes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.



85

GRAFICO 3 — Evolucdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH YS-131 em
adicédo de gentamicina em concentracGes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.

GRAFICO 4 — Evolugio fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH YS-131 em
adicdo de sulfametazina em concentracdes em torno de seu respectivo LMR.

YS 131 - Sulfametazina - Média de trés repeticoes
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.



86

GRAFICO 5 — Evolucdo fermentativa do fermento comercial DELVO® FRESH YS-131 em
adicéo de tetraciclina em concentragbes em torno de seu respectivo LMR.
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Legenda: Eixo das abcissas (x): tempo em minutos; eixo das ordenadas (y) escala de pH. Linhas

horizontais: pHs de interesse.
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APENDICE G ~ANALISES DE VARIANCIA (ANOVA)

Tabela 1 — Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101,
referente ao tempo (minutos) para se atingir pH 5,0.

1Y% GL SO oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 2527.146667 1263.573333 0.733 0.4859
ANTIBI TIC 4 2403970.133333 600992.533333 348.510 0.0000
CONCENTRA 4 203374.933333 50843.733333 29.484 0.0000
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 668100.266667 41756.266667 24.214 0.0000
erro 48 82774.186667 1724.462222

Total corrigido 74 3360746.666667

Ccv (%) = 14.42

Média geral: 288.0666667 Numero de observacgdes: 75

Legenda: Tabela de Andlise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal ndo foi significativo (p >0,05), que o baixo coeficiente de variacdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi 0 mais impactante do
experimento.

Tabela 2 — Anélise de variancia para o fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101,
referente a variacdo do pH entre amostras, no tempo (minutos) necessario pelo controle para
atingir pH 5,0.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 0.003327 0.001664 0.438 0.6481
ANTIBI TIC 4 18.500978 4.625244 1216.826 0.0000
CONCENTRA 4 1.796482 0.449120 118.156 0.0000
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 4.657044 0.291065 76.575 0.0000
erro 48 0.182451 0.003801

Total corrigido 74 25.140281

Cv (%) = 1.15

Média geral: 5.3438133 NUimero de observacdes: 75

Legenda: Tabela de Analise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal ndo foi significativo (p >0,05), que o baixo coeficiente de variacdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi o mais impactante do
experimento.
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Tabela 3 — Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101,
referente ao tempo (minutos) para se atingir pH 5,1.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 2274.986667 1137.493333 0.655 0.5242
ANTIBI TIC 4 2400871.680000 600217.920000 345.450 0.0000
CONCENTRA 4 198832.213333 49708.053333 28.609 0.0000
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 665583.786667 41598.986667 23.942 0.0000
erro 48 83399.680000 1737.493333

Total corrigido 74 3350962.346667

Ccv (%) = 15.11

Média geral: 275.9066667 Nimero de observacdes: 75

Legenda: Tabela de Andlise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal ndo foi significativo (p >0,05), que o baixo coeficiente de variacdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi o mais impactante do
experimento.

Tabela 4 — Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® CHEESE CP-101,
referente a variacdo do pH entre amostras, no tempo (minutos) necessario pelo controle para
atingir pH 5,1.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 0.003235 0.001617 0.426 0.6553
ANTIBI TIC 4 16.020333 4.005083 1056.100 0.0000
CONCENTRA 4 1.694893 0.423723 111.732 0.0000
ANTIBI_TIC*CONCENTRA 16 4.099973 0.256248 67.570 0.0000
erro 48 0.182032 0.003792

Total corrigido 74 22.000467

Ccv (%) = 1.13

Média geral: 5.4313333 Numero de observagdes: 75

Legenda: Tabela de Analise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal ndo foi significativo (p >0,05), que o baixo coeficiente de variagdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi o mais impactante do
experimento.
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Tabela 5 — Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® FRESH FC-211,
referente ao tempo (minutos) para se atingir pH 4,6.

vV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 480456.426667 240228.213333 56.704 0.0000
ANTIBI TIC 4 2399610.933333 599902.733333 141.602 0.0000
CONCENTRA 4 253429.733333 63357.433333 14.955 0.0000
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 637064.000000 39816.500000 9.398 0.0000
erro 48 203353.573333 4236.532778

Total corrigido 74 3973914.666667

CV (%) = 12.34

Média geral: 527.4666667 Nimero de observacdes: 75

Tabela 6 — Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® FRESH FC-211,
referente a variacdo do pH entre amostras, no tempo (minutos) necessario pelo controle para
atingir pH 4,6.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 0.572531 0.286265 6.845 0.0024
ANTIBI TIC 4 13.788139 3.447035 82.429 0.0000
CONCENTRA 4 3.023219 0.755805 18.074 0.0000
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 5.811661 0.363229 8.686 0.0000
erro 48 2.007269 0.041818

Total corrigido 74 25.202819

cv (%) = 4.14

Média geral: 4.9341333 Nimero de observacdes: 75

Legenda: Tabela de Analise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal foi significativo (p >0,05), no entanto, o baixo coeficiente de variagdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi o mais impactante do
experimento.
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Tabela 7 — Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® FRESH FC-211,
referente ao tempo (minutos) para se atingir pH 5,4.

vV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 572745.920000 286372.960000 81.676 0.0000
ANTIBI TIC 4 2005714.346667 501428.586667 143.011 0.0000
CONCENTRA 4 424829.946667 106207.486667 30.291 0.0000
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 1218760.320000 76172.520000 21.725 0.0000
erro 48 168298.746667 3506.223889

Total corrigido 74 4390349.280000

cv (%) = 14.64

Média geral: 404.3600000 Numero de observacgdes: 75

Legenda: Tabela de Andlise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal foi significativo (p >0,05), no entanto, o baixo coeficiente de variacdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi 0 mais impactante do
experimento.

Tabela 08 — Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® FRESH FC-211,
referente a variacdo do pH entre amostras, no tempo (minutos) necessario pelo controle para
atingir pH 5,4.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 0.191875 0.095937 3.844 0.0283
ANTIBI TIC 4 4.688888 1.172222 46.965 0.0000
CONCENTRA 4 1.941555 0.485389 19.447 0.0000
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 2.229099 0.139319 5.582 0.0000
erro 48 1.198059 0.024960

Total corrigido 74 10.249475

Ccv (%) = 2.79

Média geral: 5.6682667 Numero de observagdes: 75

Legenda: Tabela de Analise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal foi significativo (p >0,05), no entanto, o baixo coeficiente de variagdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi o mais impactante do
experimento.
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Tabela 9 — Anélise de variancia para o fermento comercial DELVO® FRESH YS-131,
referente ao tempo (minutos) para se atingir pH 4,6.

vV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 2278.160000 1139.080000 0.241 0.7869
ANTIBI TIC 4 1117003.520000 279250.880000 59.042 0.0000
CONCENTRA 4 116128.986667 29032.246667 6.138 0.0004
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 412142.613333 25758.913333 5.446 0.0000
erro 48 227025.840000 4729.705000

Total corrigido 74 1874579.120000

CV (%) = 11.89

Média geral: 578.2800000 Nimero de observacdes: 75

Legenda: Tabela de Andlise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal ndo foi significativo (p >0,05), que o baixo coeficiente de variacdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi 0 mais impactante do
experimento.

Tabela 10 —Analise de variancia para o fermento comercial DELVO® FRESH YS-131,
referente a variacdo do pH entre amostras, no tempo (minutos) necessario pelo controle para
atingir pH 4,6.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
ANIMAL 2 0.272232 0.136116 2.112 0.1321
ANTIBI TIC 4 22.162200 5.540550 85.979 0.0000
CONCENTRA 4 1.617427 0.404357 6.275 0.0004
ANTIBI TIC*CONCENTRA 16 6.218973 0.388686 6.032 0.0000
erro 48 3.093168 0.064441

Total corrigido 74 33.364000

Ccv (%) = 5.16

Média geral: 4.9160000 Numero de observacgdes: 75

Legenda: Tabela de Analise de Variancia (Software SISVAR). Demonstra que o bloco de
animal ndo foi significativo (p >0,05), que o baixo coeficiente de variacdo indica que o
experimento foi bem controlado e que o fator antimicrobiano foi o mais impactante do
experimento.



