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RESUMO

Qualidade e seguranca alimentar tém recebido cada vez mais atencdo da
populacdo mundial, especialmente em relagdo a perigos microbioldgicos e quimicos
presentes nos alimentos. A presenca de residuos de antibioticos em niveis acima do
limite m&ximo de residuo (LMR) torna o leite inadequado para uso na inddstria e
consumo humano, uma vez que nenhum tratamento tecnoldgico pode degradar essas
substancias, sem comprometer o valor nutricional do leite. O presente estudo teve o
objetivo avaliar a composicao quimica, contagem de células somaéticas (CCS), contagem
bacteriana total (CBT) e presenca de residuos de antibiético no leite cru produzido no
agreste de Pernambuco. Foram coletadas 184 amostras, entre o inverno de 2012 e o
verdo de 2013, de produtores que fornecem leite cru para laticinios com Servico de
Inspecdo Federal (SIF), Servico de Inspecdo Estadual (SIE) e Sem Servico de Inspecéo
(SSI). Para deteccdo de residuos de antibidticos utilizou-se cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS). Os resultados fisico-quimicos e de
CCS, em geral, estavam em conformidade com a Instrucdo Normativa 62 (IN 62,
MAPA). Ja para CBT, houve diferenca significativa entre os servi¢os de inspecao: mais
de 80% dos resultados para SIF estavam em conformidade com a IN 62, enquanto, para
SIE e SSI menos de 50% alcancaram o mesmo resultado. Na analise qualitativa de
multirresiduos, nenhuma amostra apresentou violagcdo para os antibioticos analisados.
Na analise quantitativa de B-lactamicos uma amostra, dos produtores que fornecem a
laticinios com SIE, no verdo de 2013, apresentou resultado superior ao LMR para
cloxacilina (464 ppb). Portanto, o leite produzido no Agreste de Pernambuco atende, em
geral, aos valores estabelecidos pela legislacdo vigente para composic¢édo quimica, CCS
e residuos de antibidticos. No entanto, para SIE e SSI os resultados de CBT estavam,

em grande parte, superiores aos limites estabelecidos pela legislacdo vigente.

Palavras-chave: Pernambuco, leite, qualidade, residuo de antibiotico, legislacéo.



ABSTRACT

Quality and food safety have received increasing attention of the world population,
especially in relation to chemical and microbiological hazards in foods. The presence of
antibiotic residues at levels above the maximum residue limit (MRL) renders the milk
unsuitable for use in industry and human consumption, since no technological treatment
can degrade these substances, without compromising the nutritional value of milk. This
study aimed to evaluate the chemical composition, somatic cell count (SCC), total
bacterial count (TBC) and the presence of antibiotic residues in raw milk produced in
rural Pernambuco. 184 samples were collected, between winter 2012 and summer 2013,
the producers supplying raw milk to dairy Federal Inspection Service (SIF), State
Inspection Service (SIE) and No Inspection Service (SSI). For detection of antibiotic
residues used liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS). The
results of physicochemical and CCS in general, were in accordance with Instruction 62
(IN 62, MAP). As for CBT, there was significant difference between the inspection
services: over 80% of the results for SIF were in accordance with the IN 62, while for
SIE and SSI less than 50% achieved the same result. Qualitative analysis of
multiresidues, none had violation for antibiotics analyzed. The quantitative analysis of a
sample p-lactams, the producers supplying the dairy SIE in the summer of 2013,
showed superior results to the MRLs for cloxacillin (464 ppb). So the milk produced in
the arid zone of Pernambuco caters generally to the values established by legislation for
chemical composition, SCC and antibiotic residues. However, for SIE and SSI CBT

results were largely in excess of the limits established by law.

Keywords: Pernambuco, milk quality, antibiotic residue, legislation.
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1 INTRODUCAO

O leite € um alimento de vital importancia para as pessoas, independente da
faixa etéria, dado o seu grande valor nutricional. Em virtude disso e para atender a
demanda de consumo da populacdo, a producdo de leite tem aumentado a cada ano em
todo mundo. No Brasil, 0 volume de leite produzido, também tem crescido ao longo dos
anos, colocando o pais entre 0os maiores produtores de leite do mundo, uma vez que a
atividade leiteira € praticada em milhares de propriedades rurais, sendo um sistema
agroindustrial de notada relevancia para a economia nacional e de grande importancia
social. Por outro lado, o leite produzido no Brasil precisa ter melhor qualidade para
atender as exigéncias do consumidor interno e do mercado mundial, e 0o mais
importante, que este alimento ndo perca o valor nutritivo. Diante disso, se faz necessaria
a adocdo de politicas publicas que reflitam na melhoria da qualidade do leite e, desta
forma, € fundamental o conhecimento da composicdo do leite produzido, de sua carga
bacteriana e de células somaticas e de possiveis contaminantes, para que Se possa

entender qual a realidade desta cadeia produtiva.

A obtencéo de produtos lacteos de qualidade comega com o manejo do rebanho,
pois a saude e a nutricdo da vaca interferem diretamente na qualidade do leite, além
disso, os cuidados com a higiene durante a ordenha, a estocagem em equipamentos
limpos e em temperatura adequada, bem como o transporte e o processamento conforme

normas estabelecidas pela legislacdo vigente sdo de vital importancia.

Um problema que afeta frequentemente os rebanhos leiteiros no mundo inteiro e
causa enormes prejuizos financeiros e a qualidade do produto é a inflamacdo da
glandula mamaria, conhecida como mastite. Para o controle desta enfermidade e de
outras doencas reprodutivas sdo administrados antibidticos, que deixam residuos no
leite do animal tratado, sendo necessario o descarte durante o periodo de caréncia
informado pelo fabricante do medicamento. Neste contexto, a conscientizacdo dos
produtores é imprescindivel para prevenir o consumo e processamento do leite com

residuos de antibiéticos.
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Vale ressaltar que a presenca de residuos de antibidticos no leite é preocupante
por Varios aspectos, vez que causam problemas de salde, sele¢do de cepas bacterianas
resistentes e hipersensibilidade. Cerca de 5 a 10% da populagdo é hipersensivel a
penicilina e pode apresentar reacfes alérgicas e choque anafilatico ao ingerirem
concentracdes superiores a 1 ppb dessa substancia (JONES, 1999; JANK et al., 2012).
Além disso, antimicrobianos geram diversos problemas para a industria de laticinios,
pois alteram os resultados de analises laboratoriais de controle de qualidade, retardam a
atividade de culturas starter na producdo de derivados como queijos, manteiga e
iogurtes e diminuem a producdo de acidos e sabores na manteiga e queijos
(NASCIMENTO et al., 2001; VAN SCHAIK et al., 2002).

Com o propoésito de melhorar a qualidade do leite produzido no Brasil, a
Instrucdo Normativa 62/2011 (IN 62), do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), determina a coleta de amostras de leite para analise da
composicdo quimica, contagem de células Somaticas (CCS), contagem bacteriana total
(CBT) e pesquisa de residuos de antibioticos em leite cru refrigerado, pelo menos, uma
vez por més. Os resultados obtidos para composicdo quimica, CCS e CBT séo
comparados com os limites estabelecidos na IN 62. Na pesquisa de residuos de
antibioticos os valores ndo devem ser superiores ao Limite Maximo de Residuo (LMR),

previsto para cada grupo quimico especifico (BRASIL, 2011a).

Pernambuco é o oitavo maior produtor de leite brasileiro e o segundo maior do
nordeste. O Agreste desse estado, onde se encontra a bacia leiteira, tem na atividade
leiteira sua principal fonte de recursos econémicos (IBGE, 2011). No entanto, ainda sdo
escassas na literatura informacdes sobre a influéncia do sistema de inspecdo e da
estacdo do ano na composicdo gquimica, na CCS, na CBT e na presenca de residuos de

antibioticos no leite de vaca produzido em Pernambuco.

Diante do exposto, o presente estudo teve o objetivo avaliar a composicdo
quimica, CCS, CBT e presenca de residuos de antibiético no leite cru produzido no
agreste de Pernambuco fornecido pelos produtores aos laticinios com Servico de
Inspecdo Federal (SIF), Servico de Inspecdo Estadual (SIE) e Sem Servico de Inspecéo
(SS1) no inverno de 2012 e verdo de 2013.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a qualidade do leite cru produzido no agreste de Pernambuco fornecido
pelos produtores aos laticinios com SIF, SIE e SSI no inverno de 2012 e verdo de 2013.

2.2 ESPECIFICOS

e Identificar e quantificar residuos de antibidticos (sulfonamidas, tetraciclinas,
quinolonas, fluoroquinolonas, trimetoprima e p-lactdmicos) em leite;

e Determinar a composi¢do quimica (gordura, proteina, lactose, sélidos totais,
extrato seco desengordurado, ureia e caseina) do leite;

e Determinar a contagem bacteriana total (CBT) e a contagem de ceélulas
somaticas (CCS);

e Comparar 0s resultados obtidos com os valores estabelecidos pela legislacdo

vigente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PANORAMA DO LEITE

A producdo de leite no mundo atingiu, em 2011, 727 milhGes de toneladas,
incluindo leite de vaca, bufala, camela, cabra e ovelha. O leite de vaca sozinho
respondeu por 606,7 milhdes de toneladas, o que representa incremento de 1,5% em
relagdo a 2010, conforme é mostrado na Figura 1 (EMBRAPA, 2013).
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Fonte: EMBRAPA (2013).
Figura 1. Taxa de crescimento da producio mundial de leite de vaca

Em 2011, os paises que tiveram 0s maiores aumentos, em termos absolutos, na
producdo de leite de vaca foram: india, Estados Unidos, Turquia e Brasil com 2,54,
1,54, 1,38 e 1,37 milhdes de toneladas, respectivamente (EMBRAPA, 2013).

Em funcdo dos aumentos ocorridos em 2011, o Brasil passou para quarta a
posicdo no ranking mundial de producdo de leite, ultrapassando a Russia (Tabela 1).
Logo apds os Estados Unidos estdo os paises do BRICs (Brasil, Russia, india e China).
Isto representa que, aléem de se destacarem em termos econdémicos como propulsores da
economia mundial pos-crise financeira, eles também se destacam na producéo de leite.

Por outro lado, Brasil, Russia, India e China também apresentam em comum o fato de
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serem grandes importadores de lacteos e suas producdes sdo voltadas principalmente
para atender a um mercado interno de grandes proporcoes. Adicionalmente, com o
recente desenvolvimento econdmico, seus mercados consumidores estdo em crescente
expansédo (EMBRAPA, 2013).

Tabela 1. Ranking dos maiores produtores de leite em 2011

Producio (Mil toneladas)

Estados Unidos £9.015.200
India 52500000
China 36.928.901
Brasil 32,081,000
Riissia J1L385.700
Alemanha 30,301,400
Franga 24.426.500
Nova Zelindia 17,893,800
Reino Unido 14,246,000
Turquia 13.802.400

Fonte: EMBRATA (2013).

O Brasil, além de ser um grande produtor de leite tem aumentado sua producao
substancialmente nos Gltimos anos. Considerando-se o periodo de 2004 a 2011, a
producdo de leite aumentou 37%, passando de 23,5 para 32,1 bilhdes de litros
produzidos. Isto corresponde a um crescimento anual médio absoluto de 4,7% (Figura
2). Neste contexto, a estimativa da producdo brasileira, em 2012, é de 33,5 bilhdes de
litros de leite produzidos, conforme é observado na Figura 2 (EMBRAPA, 2012a;
EMBRAPA, 2013).
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Figura 2. Evolucio da producio de leite no Brasil e previsio da producio para 2012

O aumento da producéo de leite ocorreu na mesma proporgao gque o crescimento
urbano para atender o mercado consumidor das cidades, e demonstra o0 objetivo da
formacdo das bacias leiteiras (CARVALHO et al., 2009). Atualmente é dificil encontrar
um municipio brasileiro, entre 0s 5.562 existentes, que ndo possua a0 menos uma vaca
leiteira, por menor que seja sua producdo. O valor que a atividade conquistou é notdrio,
ndo s6 no desempenho econbmico como na criacdo de empregos permanentes
(ZOCCAL et al., 2008).

Por outro lado, os indicadores de produtividade e principalmente de qualidade
ainda carecem de melhorias em varios aspectos (ZOCCAL et al., 2008). A producao de
leite no Brasil é formada por dois grandes grupos: o de produtores empresariais
especializados, que representa um pequeno numero com boa produtividade, e o de
pequenos produtores, na maioria, pouco ou nada especializados, que visam a venda
sazonal de pequenos volumes de leite, de baixo custo e qualidade, e que constitui grande
parte do mercado (MILINSKI et al, 2008).

A qualidade do leite produzido entre os estados brasileiros é diferente e isto pode
ser atribuido as condicdes existentes em cada regido, como perfil do produtor, maior
acesso a assisténcia técnica, presenca de 6rgdos extensionistas e programas regionais de
controle sanitario de rebanhos e, principalmente, laticinios com politicas de pagamento
por qualidade (MONTEIRO, et al., 2007).
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Esta realidade ndo impediu o Brasil de permanecer competitivo no mercado
lacteo mundial pelo fato do pais apresentar um dos menores custos de produgdo, em
virtude de prevalecer a exploracdo a pasto e de ainda existir grande capacidade de
aumento de producdo, na horizontal e na vertical. Na horizontal, o Pais tém 105 milhdes
de ha a serem acrescidos de modo sustentavel a produgdo. Quanto a capacidade vertical,
com o0 aumento da produtividade por meio de melhoramento genético, nutricional e de
manejo, permitindo ao pais se tornar uma das grandes poténcias na producdo mundial
de lacteos (BELLINI et al., 2008).

Entre os estados brasileiros, que tem apresentado aumento na producdo de leite,
estd Pernambuco, que € o oitavo maior produtor de leite do Brasil e o segundo do
Nordeste, com uma producdo, em 2011, de 953 milhdes de litros, que representa 3% do
leite brasileiro, 23% do leite nordestino e uma taxa de crescimento de 9% em relacdo a
2010; periodo em que a taxa de crescimento nacional foi de 4% (IBGE, 2011;
EMBRAPA, 2012a). Neste estado, a atividade leiteira tem grande importancia social e
econémica na geracdo de empregos e para a manutencdo da agricultura familiar no
campo. De acordo com a Agéncia de Desenvolvimento Econdmico de Pernambuco —
ADDIPER, os pequenos e médios produtores sdo a maioria na cadeia produtiva do leite
no Estado, que se firma como sendo uma atividade econémica importante para a

geracdo de renda e permanéncia de familias no campo (CARVALHO E RIOS, 2007).

Pernambuco estd dividido em cinco mesorregides (S& Francisco, Sertdo,
Agreste, Mata e Metropolitana do Recife). O Agreste, zona intermediaria entre a Mata e
o Sertdo, é formado por seis microrregides (Alto Capibaribe, Brejo, Garanhuns, Médio
Capibaribe, Vale do Ipanema e Vale do Ipojuca). Como bacia leiteira de Pernambuco, o
Agreste, tem na atividade leiteira sua principal fonte de renda com producéo de leite
estimada em 2011 de 666 milhdes de litros, que representa cerca de 70% do leite
pernambucano e um crescimento, em relagcdo aos ultimos cinco anos, de 7,8%, segundo
dados da Pesquisa da Pecuaria Municipal do IBGE (EMBRAPA, 2012b).
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3.2 QUALIDADE DO LEITE

“Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie que o
proceda” (BRASIL, 2011a). Biologicamente, o leite é o produto da secrecdo das
glandulas mamérias de fémeas mamiferas, cuja funcdo natural é a alimentagcdo dos
recém-nascidos. Quimicamente, é uma mistura homogénea de substancias diversas, das
quais algumas estdo em emulsdo, algumas em suspensdo e outras em dissolugéo
verdadeira (ORDONEZ et al., 2005).

O leite € um alimento altamente nutritivo, pois possui em sua composicao, entre
outras substéncias, agua, gordura, proteinas, sais minerais, vitaminas, carboidratos
(NASCIMENTO et al., 2001) e célcio, essencial para a formacdo e manutencdo dos
0ssos. O leite € um alimento importante para pessoas de todas as faixas etarias
(FERREIRA, 2007).

Em contrapartida nem sempre o leite produzido e consumido no Brasil possui a
qualidade desejada e isto tem gerado discussao e desenvolvimento de novas politicas de
incentivo a producéo leiteira (NERO et al., 2005). Uma vez que a qualidade do leite cru
determina a qualidade dos produtos lacteos, a producéo de leite de alta qualidade deve
ser a prioridade para estabelecer um mercado forte para o leite e seus derivados
(SANTOS E BERGMANN, 2003).

A qualidade do leite depende de varios fatores, tais como: higiene do ordenhador
e das tetas do animal, limpeza do local de ordenha, dos utensilios e dos equipamentos
gue entram em contato com as tetas e com o produto, visto que as condicdes de
producdo, armazenagem e transporte do leite, além dos cuidados na administracdo de
drogas veterinarias, podem interferir diretamente na qualidade higiénica deste produto
(DURR, 2007).

A salde do rebanho também é importante para que o leite possua 0s requisitos
esperados de qualidade. A mastite, inflamacdo da glandula mamaria, ocorre
frequentemente em bovino leiteiro e causa enormes prejuizos a producdo leiteira,
principalmente devido a queda na producdo e a inviabilidade do leite para

processamento e consumo. Para evitar sua ocorréncia, muitos produtores realizam o
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tratamento preventivo com antibidticos no seu rebanho, durante o periodo em que 0s
animais ndo estdo produzindo leite. Quando algum animal apresenta mastite no periodo
de producéo leiteira, deve ser afastado dos demais, para evitar a contaminacdo de
animais sadios. Ao administrar antibiotico, deve-se descartar o leite desde o inicio do
tratamento até o término do periodo de caréncia recomendado para o medicamento,
evitando-se, assim, que o leite produzido neste periodo seja consumido, tendo em vista
que ocorre a passagem de residuos do antibiético administrado da corrente sanguinea
para o leite (LAGE, 2010).

A mastite € um sério problema em rebanhos de gado leiteiro, pois provoca
mudancas nas concentragfes dos componentes do leite e em alguns casos a perda do
animal. Os principais mecanismos pelos quais ocorre alteracdo nos niveis dos
componentes do leite sdo: lesdo as células epiteliais produtoras de leite, que pode
resultar em alteracdo da concentracdo de lactose, proteina e gordura, e aumento da
permeabilidade vascular, que determina o aumento da passagem de substancias do
sangue para o leite, tais como sodio, cloro, imunoglobulinas e outras proteinas (PALES
et al., 2005).

Dentre os micro-organismos causadores de mastite podem ser encontrados
Corynebacterium spp, Staphylococcus aureus, Staphyilococcus spp, Streptococcus
agalactiae e Streptococcus spp (BIRGEL JUNIOR, 2006).

De um modo geral, as doencas provocadas por micro-organismos causam
enormes prejuizos para a producao leiteira, devendo ser tratadas da forma correta a fim
de evitar a contaminacdo do leite e sua transmissao para o consumidor. Entre os micro-
organismos de origem enddgena que podem ser veiculados pelo leite ao homem sdo
predominantes, mesmo em condi¢des higiénicas adequadas, Micrococcus,
Corynebacterium, Streptococcus e lactobacilos sapréfitos do Ubere e canais galactéforos
(JAY, 2005).

Do ponto de vista legal, no Brasil, a IN 62 estabelece normas de producéo,
identidade e qualidade do leite, com o propoésito de ajustar a producao leiteira nacional
as exigéncias minimas de qualidade do leite cru industrializado, previstas na legislacédo
internacional. Entre as exigéncias de controle de qualidade, dessa Instru¢cdo Normativa,
encontram-se as analises mensais de CCS, composicdo quimica, CBT e a pesquisa de

residuos de antibidticos em leite. A IN 62 determina valor minimo para a composigdo
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quimica (gordura, proteina e extrato seco desengordurado) e maximo para a CCS e

CBT, e valores ndo superiores ao LMR, previstos para cada grupo quimico especifico,
na pesquisa de residuos de antibioticos (BRASIL, 2011a) (Tabelas 2, 3 e 4).

Tabela 2. Requisitos quimicos da Instrucdo Normativa 62 para o leite cru refrigerado

Requisitos Limite minimo (g/100g)
Gordura 3,0
Extrato seco desengordurado 8,4
Proteina 2,9

Fonte: BRASIL (2011a)

Tabela 3. Requisitos microbiologicos e de contagem de células somaticas (CCS) da

Instrucdo Normativa 62 para o leite cru refrigerado nas regides Norte e Nordeste

Limite maximo

indice medido A partir de A partir de _
A partir de
01/07/10 até 01/01/13 até 01/07/15 até
01/07/17
31/12/12 30/06/17
Contagem Padrdo em
750.000 300.000 100.000
Placas — UFC/mL
CCS - CS/mL 750.000 500.000 400.000

Fonte: BRASIL (2011a)
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Tabela 4. Valores de limite maximo de residuo para o0s grupos de antibidticos

pesquisados no leite cru

GRUPO ANALITO LMR (ppb)
penicilina G, penicilina V 4
B-lactamicos oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina 30
ceftiofur 100
sulfadimetoxina, sulfaquinoxalina, sulfadiazina, sulfatiazol,
Sulfonamida sulfapiridina, sulfametoxazol, sulfametazina, 100
sulfaclorpiridazina, sulfizoxazol, sulfadoxina, sulfamerazina
Tetraciclina clortetraciclina, tetraciclina, oxitetraciclina 100
Acido Oxolinico 20
Quinolona Acido Nalidixico 20
Flumequina 50
Ciprofloxacino 50
Difloxacino 100
Enrofloxacino 50
Fluoroquinolona
Sarafloxacino 20
Danofloxacino 30
Norfloxacino 10

Fonte: JANK et al., 2012; LANAGRO-RS/MET RPM 10 02, 2012

Laboratorios autorizados e/ou credenciados pelo MAPA realizam andlises de

composicdo quimica, CCS e CBT e os resultados obtidos sdo usados como indicadores

da qualidade do leite cru.

A analise da composicdo do leite é fundamental para o conhecimento de sua

qualidade, e serve de indicador para diversas propriedades sensoriais e industriais do

leite. Os parametros de qualidade sdo cada vez mais utilizados para deteccdo de falhas

nas praticas de manejo e sdo utilizadas como referéncia na valorizacdo da matéria-
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prima. Os principais parametros utilizados pela maioria dos programas de qualidade
industrial do leite sdo os teores de gordura, proteina, solidos totais e a contagem de
celulas soméaticas (NORO et al., 2006). A composicao varia de acordo com diversos
fatores, tais como, espécie, raca, idade, estagio de lactacdo, ordenhas, alimentacdo,
fraudes e adulteracfes (WALSTRA et al., 2006).

As células somaéticas sdo provenientes do animal, estdo presentes naturalmente
no leite e podem ser células de descamacéo, oriundas do processo de renovagdo natural
do epitélio da glandula mamaria, e células brancas de defesa (leucdcitos), derivadas da
circulacdo do animal (GIGANTE E COSTA, 2008). A CCS no leite bovino é um
indicador da saude da glandula maméria. Altas contagens de células sométicas reduz o
tempo de prateleira de leite e derivados e ocasiona a inibi¢do do crescimento de culturas
starters para a producdo de derivados lacteos, causando enormes prejuizos nas
industrias de laticinios (LINDMARK-MANSSON et al., 2000; TRONCO, 2008).

De outra parte, a CBT e um indicador das condi¢fes gerais de higiene no
processo de producdo do leite. A presenca e multiplicacdo de micro-organismos
provocam alteracdes fisico-quimicas no leite, o que diminui sua durabilidade e,
consequentemente, ocasionam problemas econdmicos e de saude publica (ALMEIDA et
al., 1999). Os principais prejuizos industriais causados pela alta contagem microbiana
sdo: acidificacdo e coagulacdo, producdo de gas, sabor amargo, coagulacdo sem
acidificacdo, aumento da viscosidade, alteracdo de cor, producdo de sabores, odores
variados, dentre outros, os quais diminuem a vida de prateleira e o rendimento industrial
(MARTINS et al., 2008).
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3.3 ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sdo substancias quimicas usadas para combater 0s micro-
organismos. Estes agentes podem ser inespecificos, aqueles que agem sobre 0s micro-
organismos patogénicos ou benéficos e sdo compostos pelos antissépticos e
desinfetantes; ou especificos, aqueles que atuam sobre 0s micro-organismos
responsaveis pelas doencas infecciosas que acometem os animais e compreende 0s
quimioterapicos e antibidticos. Os quimioterapicos sdo compostos quimicos sintéticos,
que exibem as mesmas atividades de um antibiético (SPINOSA, 2002a). Os antibidticos
sdo substancias quimicas produzidas pelo metabolismo de determinadas bactérias,
fungos e actinomicetos. Podem, em solugdes diluidas, impedir temporaria ou
definitivamente as fungfes vitais de outros micro-organismos, resultando em efeitos
bacteriostaticos e bactericidas (BRASIL, 1999).

Os antibioticos quando administrados em animais deixam residuos em seus
produtos. Residuo de drogas veterinarias, segundo o Codex Alimentarius, ¢ “a fragdo da
droga, seus metabdlitos, produtos de conversdo ou reagao e impurezas que permanecem
no alimento originario de animais tratados” (BRASIL, 1999). Os antibidticos mais
utilizados em bovinos sdo aqueles dos grupos dos p-lactamicos, sulfonamidas,
macrolideos, aminoglicosideos e tetraciclinas. Dentre esses, 0s mais utilizados para
tratamento de bovinos leiteiros e, portanto os mais detectados no leite, sdo 0s f-
lactamicos (TENORIO, 2007).

Os residuos de antibioticos sdo subprodutos da biotransformacdo dos
medicamentos e passam para o leite independente da via de aplicacdo (oral, topica,
alimentar, intramamaria, intrauterina ou intramuscular), pois sdo absorvidos pelas
células de secrecdo do alvéolo da glandula mamaria e passam para o leite nos quatro
quartos do Ubere (FONSECA E SANTOS, 2001).

A presenca de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos é um
assunto muito discutido nos dias atuais, uma vez que influencia o consumo alimentar
guanto a aspectos econdmicos, comerciais e sanitarios. Seu controle deve ser baseado na
analise de risco, uma ferramenta que ajuda nas tomadas de decisdo nas questdes de

seguranca alimentar (FAO, 2006).
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Uma vez que o leite esteja contaminado com residuo de antimicrobiano
praticamente nada pode ser feito para remover o contaminante, pois os tratamentos aos
quais o leite é submetido na industria, como filtracdo, resfriamento e tratamento
térmico, de 72-75°C por 15 a 20 segundos, tém pouca ou nenhuma acdo sobre os
residuos de drogas veterindrias. Nem o tratamento UHT a 130-140°C por 2 a 4
segundos ¢é suficiente para destruir 100% dos antimicrobianos (GIGANTE, 2004). Para
eliminar a penicilina e a tetraciclina do leite é preciso aquecé-lo a 100°C, por trés horas
(MEDEIRQOS et al., 1999). Dessa forma, por meio do consumo de leite fluido, o residuo
de antibidtico chega ao consumidor e representa um problema de salde publica, cujos
aspectos toxicoldgicos, microbiolégicos e de desenvolvimento de reagBes de
hipersensibilidade sdo de grande importancia (GIGANTE, 2004).

O aumento da resisténcia dos micro-organismos aos antibioticos € um dos mais
importantes problemas da medicina moderna e gera sérias ameagas a saide humana e
animal. Os primeiros trabalhos sobre a utilizagdo de antibidticos contra as infeccbes
bacterianas trouxeram esperanca de que as doencas infecciosas ndo seriam mais um
problema, especialmente para os humanos. Porém, com os avancos da sua utilizacéo,
surgiram casos de resisténcia, ndo s6 a monorresisténcia como também a
multirresisténcia, e a transferéncia da resisténcia entre as diferentes estirpes e espécies
de bactérias. A situacdo € cada vez mais complexa com os diversos mecanismos de
resisténcia bacteriana, incluindo a vasta gama de enzimas p-lactamases (NUOWS et al.,
1998).

Na década de 50, a Food and Drug Administration (FDA) chamou uma junta
médica a Washington (USA) para orientar na formulacdo de planos para um programa
de acdo eficiente em relacdo ao controle de antibidticos no mercado do leite
(SIVAKESAVA E IRUDAYARAJ, 2002). Desde entdo, estratégias e técnicas estdo
sendo desenvolvidas com o objetivo de reduzir a ocorréncia da droga nos alimentos
(ALBRIGHT et al., 1961). Ainda que a FDA tenha a meta de atingir tolerancia zero
para os antibidticos no leite, na préatica isso € incompativel com a realidade dos
rebanhos leiteiros, especificamente, pela ocorréncia de mastites bovinas e a consequente

utilizacdo dos antibioticos para os tratamentos da doenca (MITCHELL et al., 1998).
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No Brasil, desde 1952, a legislacdo tem se preocupado com os residuos de
drogas veterinarias que chegam ao consumidor, por meio do leite. Assim, o
Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA preconiza, no artigo 488, que devem ser afastadas da producgéo leiteira as
fémeas que estejam em tratamento, ou que sejam portadoras de doencas
infectocontagiosas, que estejam febris, com corrimento vaginal ou qualquer outro
sintoma patoldgico, e reforga, no artigo 514, que o emprego de produtos quimicos para
a conservacao do leite é proibido, admitindo Unica e exclusivamente a utilizacdo da

refrigeracdo do leite na propriedade rural como forma de conservacdo (BRASIL, 1952).

A portaria 005, de 24 de abril de 1980, do MAPA, determina prazo minimo de
72 horas para utilizacdo do leite de vacas tratadas com antibiéticos. Todavia, o tempo de
eliminacdo do antibidtico depende da via de inoculacdo, da dosagem, do estado
fisiologico da glandula mamaéria e tipo de antibiotico aplicado, atingindo as vezes até
141 horas (BRASIL, 1980; FAGUNDES, 1980).

Em atuacdo continua e entre as diversas a¢cdes do MAPA foi aprovado, por meio
da Portaria 193, de 12 de maio de 1998, o Regulamento Técnico para Licenciamento e
Renovacéo de Licenca de Antimicrobianos de uso veterinario. O regulamento confirma
gue 0s antimicrobianos ndo devem ser utilizados como aditivos na ragdo, como
promotores de crescimento ou como conservantes de alimentos para animais, sendo
vedado o uso de cefalotina, penicilinas, tetraciclinas e sulfonamidas para estas
finalidades (BRASIL, 1998).

Residuos de antibioticos no leite podem ocasionar varios comprometimentos a
salde, desde disturbios gastrointestinais até hipersensibilidades, teratogenias e choque
anafilatico em pessoas alérgicas; além de provocar resisténcia bacteriana, trazer
prejuizos aos laticinios pela inibicdo do crescimento de micro-organismos benéficos
para a producdo de derivados de leite (NERO et al., 2007) e ocasionar restricdes a

exportacéo.

O controle de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos é realizado
por meio do PNCRC, que foi instituido pela Portaria Ministerial 51, de 06 de maio de
1986, adequado pela Portaria Ministerial 527, de 15 de agosto de 1995, e alterado pela
Instrucdo Normativa 42, de 20 de dezembro de 1999, do MAPA. O PNCRC tem como
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funcéo regulamentar basicamente o controle e a vigilancia destes residuos em alimentos
(BRASIL, 1999).

O PNCRC foi criado para atender ao desafio de produzir e comercializar um
produto puro e de qualidade, priorizando a satde do consumidor, e em concordancia as
exigéncias nacionais e internacionais. Mensalmente, amostras da producéo brasileira de
leite sdo coletadas e monitoradas, junto aos estabelecimentos sob SIF, no ambito do
Programa de Controle de Residuos e Contaminantes em Leite — PCRCL, subprograma
do PNCRC, e responsavel pelo monitoramento e controle de residuos a partir do
produtor rural, até a chegada e recepcédo do leite na indUstria (BRASIL, 1999).

Para tanto tém sido estabelecido o nivel de tolerancia ou LMR que se refere a
presenca de antimicrobianos em alimentos de origem animal. O LMR ¢ estipulado para
0s niveis residuais do farmaco e se baseia no tipo e quantidade do residuo que néo
permite perigo toxicoldgico para a saude humana, sendo expresso de acordo com a dose
de ingestdo diaria aceitavel (IDA) ou por uma IDA temporaria que utiliza um fator
adicional de seguranca. A IDA ¢ a quantidade de uma substancia que pode ser ingerida
diariamente, durante toda a vida do individuo, sem que provoque prejuizo a saude, €
expressa em mg kg@ de peso corpéreo. A determinacdo da IDA se fundamenta nas
informaces toxicoldgicas disponiveis para cada substancia no periodo de sua avaliacao
(MAMANI, 2007).

O estabelecimento do LMR para cada antibidtico, no Brasil, é de competéncia
do Ministério de Saude. Caso ndo esteja fixado por este Ministério, utiliza-se o
internalizado no MERCOSUL, recomendado pelo Codex Alimentarius, constante nas

Diretivas da Unido Europeia e utilizado pela FDA.

Uma estratégia complementar as acGes de controle oficial exercidas na producao
primaria por outras instancias governamentais, em especial pelo MAPA, e em conjunto
com este Ministério, deu-se inicio ao Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet), da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O programa iniciou-se em sete estados
das regides sul e sudeste, depois de discutidos os preparativos técnico-operacionais e
definidas parcerias com as Vigilancias Sanitarias e Laboratérios Centrais de Saude

Pablica. Alguns critérios foram determinados e o leite bovino foi escolhido como a
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primeira matriz de analise para a pesquisa de residuos de medicamentos veterinarios
(ANVISA, 2006).

O programa foi desenvolvido pela ANVISA com o objetivo de operacionalizar
sua competéncia legal de controlar e fiscalizar residuos de medicamentos veterinarios
em alimentos, conforme determina a lei 9.782, de 26 de janeiro de 1999. A implantacdo
do programa de controle é resultado de recomendacBes origindrias do férum de
discussdo promovido pela ANVISA, em 2000 e 2001 (RDC 5/2000), que teve a
participacdo de varios personagens do governo e da sociedade civil, com debates
exaustivos que culminaram em uma proposta de acdo de vigilancia sanitaria intitulada
“Medicamentos Veterinarios x Saude Publica” (ANVISA, 2005).

Em virtude da necessidade de conhecer a realidade do leite no tocante a presenca
de residuos de antibioticos, diversas pesquisas tem sido realizada e relatam a ocorréncia

de residuos de antibiéticos em leite.

Kang“ethe et al.(2005) analisaram 854 amostras de leite cru e 110 amostras de
leite pasteurizado coletados de diferentes locais do Quénia, entre 1999 e 2000.
Utilizaram testes de triagem especificos para [p-lactamicos e tetraciclinas, e
identificaram que as amostras de areas rurais apresentaram uma proporgao muito maior
de residuos de que as amostras colhidas em areas urbanas, possivelmente devido a

diluicdo resultante da mistura do leite nos laticinios.

Raia e Costa (2001) avaliaram 60 amostras de tanques de refrigeracdo de
diferentes propriedades leiteiras e observaram que as amostras com alta percentagem de
mastite clinica apresentavam residuo de antimicrobiano, que confirma ser a ocorréncia
de mastite clinica um fator predisponente importante para a presenca de residuos no

leite de tanques resfriadores das propriedades.

Shitandi e Sternesjo (2004) estudaram a prevaléncia de Staphylococcus aureus
multirresistente em leite de grandes e pequenos produtores no Quénia, pelo perfil de
susceptibilidade a penicilina G, tetraciclina, eritromicina, trimetoprima / sulfametazina,
e cloranfenicol em 402 isolados de leite com mastite subclinica, constatando a
existéncia de resisténcia multipla, definida como a falta de sensibilidade a pelo menos
dois antimicrobianos de diferentes classes, em 69 (34,3%) dos isolados nas pequenas

propriedades e em 36 (17,9%) dos isolados das grandes fazendas.
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Carlos et al. (2004), analisando leite tipo “C” do municipio de Campos dos
Goytacazes, RJ, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), verificaram que

apenas 7 (32,56%) das 43 amostras de leite ndo apresentaram residuo de penicilina.

Fonseca et al. (2009) ao avaliarem 100 amostras de leite UHT de dez marcas
provenientes de diferentes unidades industriais nos estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Goias, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, utilizando o método répido do iogurte,
verificaram 4% de resultados positivos para residuos de antimicrobianos.

3.3.1 Grupos de antibidticos

3.3.1.1 Sulfonamidas

As sulfonamidas (Figura 3) sdo substancias bacteriostaticas. A presenca de seus
residuos nos alimentos preocupa devido seu poder carcinogénico e pela possibilidade do
desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos nos seres humanos. Ainda que as
sulfonamidas sejam utilizadas como medicamentos veterinarios para fins profilaticos e
efeitos terapéuticos, estes antimicrobianos também agem como promotores de
crescimento de bovinos (STOLKER E BRINKMAN, 2005).

A trimetoprima exerce efeito potencializador quando administrada com
sulfonamida, inibindo a diidrofolatoredutase microbiana, enzima que reduz o
diidrofolato a tetrahidrofolato, produzindo efeito antimicrobiano sinérgico. Esses

antimicrobianos apresentam amplo espectro (GORNIAK, 2002).
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Fonte: NTANMNANI (2007)
Figura 3. Estruturas quimicas das sulfonamidas

3.3.1.2 Tetraciclinas

As tetracicilinas sdo antibioticos, de largo espectro, produzidos por diversas
espécies de Streptomyces, sendo algumas semissintéticas. Esta denominacdo &
relacionada a sua estrutura quimica constituida por quatro anéis (Figura 4). Elas atuam
por inibicdo a sintese proteica, ligando-se a subunidade 30S do ribossoma impedindo
que o RNA transportador se fixe ao ribossoma. Agem sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, clamidias, riquétsias e alguns protozoarios como Plasmodium
falciparum, Trichomonas spp., Entamoeba coli, Giardia lamblia e outros. Estes
antibioticos podem ocasionalmente se ligar a subunidade 40S do ribossoma dos animais
superiores, 0 que justifica reacGes adversas como nausea, vOmito, diarreia, quando
administrado por via oral, e dor local, quando por via intramuscular (KAPUSNIK-
UNER et al.,1997; GIGUERE, 2006a). Podem também provocar reacdes alérgicas em
humanos, comprometer o desenvolvimento 0sseo de criancas, interferir na reabsorcao
de calcio pelos ossos, além de provocar alteracdes na denticdo. Sdo ainda pouco
absorvidos no trato gastrointestinal, onde continuam em altas concentracdes atuando na
microbiota intestinal (ANVISA, 2009).

Podhorniak et al. (1999) estudaram a estabilidade de residuos de seis
tetraciclinas (clorotetraciclina, demeclociclina, metaciclina, minociclina, oxitetraciclina
e tetraciclina) em leite cru, armazenado a 4 e 25 °C. Os resultados obtidos indicaram
perdas, 4 a 13%, de tetraciclina depois de 72 horas, a 4 °C, bem como, 0 a 18%, quando

estocados por 48 horas a 25 °C.
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Tetracicina H- H- OH- CH3- H-
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Doxiciclina H- OH- H- CH3- H-
Fonte: NIAMANI (2007)

Figura 4. Estruturas quimicas das tetraciclinas

3.3.1.3 B-lactamicos: penicilinas e cefalosporinas

Penicilinas e cefalosporinas sdo polipeptideos que possuem um anel B-
lactdmico. As penicilinas derivam do &cido 6-amino-penicilindmico e as cefalosporinas
do acido 7-amino-cefalosporindmico. Ambos agem impedindo a formacéo da parede
celular, interferindo na sintese de peptideoglicano do micro-organismo em fase de
crescimento logaritmico, sendo, portanto, bactericida. Estes atuam inibindo a
transpeptidase, enzima que participa da uUltima etapa da sintese da parede celular
(SPINOSA, 2002b; PRESCOTT, 2006).

A penicilina foi descoberta por Alexander Fleming em 1928, como um
metabolito do Penicillium notatum, ao qual deu origem ao nome do medicamento. As
penicilinas apresentam anel B-lactdmico fundido a um anel sulfarico com cinco
membros contendo tiazolidina (Figura 5a). Uma alteracdo na posicdo seis da cadeia
lateral do anel B-lactamico resulta em antibidticos com diferentes propriedades

antibacterianas e farmacologicas (ANVISA, 2009).
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A primeira cefalosporina foi descoberta em 1945, por Giuseppe Botzu, a partir
de Cephalosporium acremonium. As cefalosporinas apresentam um anel B-lactamico
ligado a um anel de dihidrotiazina de seis membros contendo enxofre (Figura 5b). O
ndcleo das cefalosporinas € mais resistente a acdo de muitas enzimas bacterianas,

propriedade que define seu amplo espectro de agdo (ANVISA, 2009).

o H Compound R=
R s -
P - 1 . PNG
e \ »
N C F)N\/
(a)
o O OXA
CLX
G DCX
M
(b)

Fonte: JANK et al. (2012)

Figura 5. Estruturas quimicas dos antibiéticos B-lactamicos: (a) estrutura genérica
das penicilinas, onde o R dos analitos é descrito; e (b) estrutura do ceftiofur

3.3.1.4 Quinolonas

A base estrutural das quinolonas é o anel 4-quinolona que foi modificado na
tentativa de obter um aumento no espectro do antimicrobiano que atua inibindo as
topoisomerases bacterianas do tipo Il (DNA girase), impedindo o enrolamento da hélice
de DNA. A disponibilizacdo de quinolona fluorada representa um progresso terapéutico,
visto que estas drogas sdo dotadas de amplo espectro de acdo (MANDELL E PETRI
JR., 1997).

As fluoroquinolonas (Figura 6) sdo antibioticos sintéticos de segunda geracéo,
oriundas das quinolonas, apresentando um atomo de flior na posicdo 6 e um grupo

piperazinila na posicdo 7, 0s quais sd0 responsaveis por uma maior atividade
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antibacteriana e menor toxicidade do que as quinolonas de primeira geragédo
(POSYNIAK et al., 1999). As fluoroquinolonas tém uma ampla faixa de atividade
antibacteriana e seu uso tem sido incrementado na medicina veterinaria pela grande
efetividade em tratamentos de infec¢des bacterianas. Verdadeiramente essas substancias
tém sido utilizadas de forma satisfatoria no tratamento de infec¢des causadas por micro-
organismos Gram-positivos, Gram-negativos e Mycoplasma, em infec¢gdes pulmonares,
urinarias e digestivas. Agem principalmente inibindo a DNA-girase bacteriana. Os
residuos destes antimicrobianos em animais podem ser encontrados no leite e tecidos
(BAUDITZ, 1990; GILLES et al., 1991).
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Fonte: MLAMANI (2007)

Figura 6. Estruturas guimicas das flnoroquinolonas
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3.3.1.5 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo formados por um nucleo de hexose unido a
aminoglicosideos por meio de ligacbes glicosidicas. Atuam interferindo na sintese
proteica bacteriana, promovendo a formacdo de proteinas defeituosas. Os
aminoglicosideos ligam-se a subunidade 30S do ribossoma, causando a leitura incorreta
do codigo genético com consequente interrupcdo da sintese da proteina. A proteina
defeituosa resultante € vital para o metabolismo da bactéria, levando a morte celular.
Contudo, antimicrobianos dessa classe sdo considerados bactericidas. Eles tém espectro
de acgéo relativamente curto, predominando sobre 0s micro-organismos Gram-negativos
(CHAMBERS E SANDE, 1997; DOWLING, 2006a).

Os aminoglicosideos mais conhecidos sdo a gentamicina, lincomicina,
neomicina e estreptomicina. Embora possam ocasionar efeitos colaterais de
nefrotoxicidade e ototoxicidade, eles ainda sdo ocasionalmente usados para o tratamento
de infeccdes graves (STOLKER E BRINKMAN, 2005).

3.3.1.6 Macrolideos

Os macrolideos apresentam um anel lacténico macrociclico ao qual se ligam
acucares. Atuam impedindo a translocacdo do RNALt na subunidade 50S do ribossoma,
inibindo a enzima peptidiltransferase, inviabilizando a sintese proteica bacteriana, sendo
portanto, bacteriostaticos. Eles sdo ativos contra bactérias Gram-positivas e
Mycoplasma, com atividade satisfatéria contra bactérias anaerdbias (GIGUERE,
2006b).



38

3.3.1.7 Anfenicdis

Anfenicois sdo antibidticos bacteriostaticos que inibem a sintese dos
polipeptideos bacterianos. Pertencem a este grupo, o cloranfenicol, o tianfenicol e o
florfenicol. O cloranfenicol (Figura 7), inicialmente produzido pelo Streptomyces
venezuelae, também, pode na atualidade ser obtido por sintese laboratorial. Estes
antimicrobianos possuem largo espectro de acdo agindo sobre bactérias, riquétsias,
espiroquetas e Mycoplasma. Eles atuam inibindo a sintese proteica dos micro-
organismos sensiveis, ligando a subunidade 50S, o que interfere na formacdo do
peptideo pelo bloqueio da enzima peptidiltransferase. Inibem também a sintese proteica
mitocondrial das células da medula 6ssea dos mamiferos, sendo um de seus efeitos mais
graves a anemia aplastica (SPINOSA, 2002c; DOWLING, 2006b).

O uso de cloranfenicol em animais produtores de alimentos esta proibido no
Brasil, nos Estados Unidos, na Unido Europeia e em outros paises. O tianfenicol e o
florfenicol s&o antibioticos com estruturas similares & do cloranfenicol; ndo estdo
associados ao surgimento de anemia aplastica; sdo administrados por via oral para
controle de infecgdes em seres humanos; e prescritos ainda para tratamento de doencas

infecciosas de bovinos, suinos e aves (ANVISA, 2009).
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Fonte: MANMANI (2007)
Figura 7. Estrutura quimica do cloranfenicol
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34METODOS ANALITICOS QUALITATIVOS PARA RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS

Os métodos de triagem para residuos de antibidticos em leite sdo procedimentos
de monitoramento eficiente, simples e rapido. Todavia, eles ndo sdo especificos e
respondem apenas a residuos biologicamente ativos que inibem o crescimento do micro-
organismo. Antes de 1991, o método de disco de Bacillus stearothermophilis (BSDA)
era 0 método oficial para analisar a presenca de residuos de drogas veterinarias em leite
cru. Desde entdo, continuas melhorias nos Kkits comerciais existentes, bem como
desenvolvimento de novos Kits de triagem foram realizados e introduzidos no mercado.
Entretanto, ndo existe kit ideal atualmente disponivel para a deteccdo de residuos de
antibidticos em leite. O método de triagem para residuos especificos possui limites de
deteccdo que estdo muitas vezes acima do LMR (MAMANI, 2007).

Os meétodos rapidos de rastreamento imunologicos ou métodos de inibicdo
microbiana, embora sejam frequentemente utilizados para detectar a presenca de
residuos de antibioticos na alimentacdo ndo permitem a identificacdo precisa dos
residuos de antibioticos presentes no leite e por isso métodos mais precisos como 0s
cromatograficos sdo exigidos pelas agéncias governamentais a fim de identificar e
confirmar a presenca desses compostos. Desta forma, a cromatografia se destaca na
deteccdo de residuos de antimicrobianos no leite, sendo considerado um método
especifico e confirmatorio nesta linha de deteccdo. Muitas pesquisas utilizam a
cromatografia liquida para deteccdo simultanea de tetraciclinas, sulfonamidas e
cloranfenicol no leite (MAMANI et al., 2009).

Entre as desvantagens dos métodos de triagem destacam-se 0s seguintes
aspectos: ndo permitem identificar o analito que foi responsavel pela resposta positiva
do ensaio, ndo permitem obter informacbes quantitativas, bem como, varias vezes,
detectam os antibidticos apenas quando as concentragdes destes se encontram muito
acima do LMR. Os resultados positivos de um método de triagem podem ser devido a
resposta positiva da presenca de um ou mais analitos. A presenca de altas contagens de
células somaticas ou secrecdes naturais no leite pode resultar em falsos positivos
(NIELSEN, 1999).
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Para solucionar estes problemas com a utilizacdo de kits comerciais um método
de triagem diferente é utilizado pelo Laboratorio de Analise de Residuos de Pesticidas e
Medicamentos Veterindrios (RPM), do Laboratorio Nacional Agropecuario do Rio
Grande do Sul (LANAGRO - RS), 6rgdo do MAPA, responsavel pela analise de
amostras de laticinios com SIF, para deteccdo qualitativa de residuos de sulfonamidas,
tetraciclinas, quinolonas, fluoroquinolonas e trimetoprima empregando LC-MS/MS em

diferentes matrizes (musculo bovino, musculo de frango, figado e leite).

3.5 METODOS ANALITICOS QUANTITATIVOS PARA RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS

A determinacdo de residuos de antimicrobianos envolve a quantificacdo de
concentracdes na ordem de ppm ou ppb; o que dificulta os procedimentos analiticos,
especialmente em amostras complexas como alimentos, fazendo com que a utilizacao de
técnicas cromatogréaficas seja, na maioria dos casos, indispensavel. Tendo em vista as
propriedades fisico-quimicas dos antimicrobianos, CLAE tem sido a mais empregada
dentre as técnicas analiticas, associada a diferentes detectores como UV, arranjo de
diodos, fluorescéncia e espectrometro de massa. Outros métodos empregados na
determinacdo de residuos de drogas veterindrias em alimentos sdo a cromatografia
gasosa (MEETSCHEN E PETZ, 1990) e a eletroforese capilar (MARZUELA E
MORENO-BONDI, 2004). O método de espectrometria de massa € 0 mais

recomendado para a confirmacéo do residuo.

A técnica de LC-MS/MS foi utilizada por Martins-Janior et al. (2007) para
deteccdo e confirmacdo de multiplas classes de medicamentos, tais como B-lactamicos,
tetraciclinas, sulfonamidas, cefalosporinas e macrolideos em leite bovino. Nesta
pesquisa, nove marcas de leite foram obtidas em mercados da capital de Sdo Paulo e a
presenca dessas drogas foi observada em limites de quantificacdo que variavam entre

0,75 e 7,5 ppb, exceto na eritromicina, validada na concentracéo de 37,5 ppb.
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3.6 REDE BRASILEIRA DE LABORATORIOS DE CONTROLE DE QUALIDADE
DO LEITE

O leite produzido e consumido no Brasil ainda se caracteriza por uma alta
informalidade, aproximadamente 30%, e por uma qualidade duvidosa, na maioria das
vezes fora dos padrfes internacionais. A necessidade de estipular medidas para
melhorar a qualidade do leite no Pais incentivou a elaboragdo do Plano Nacional da
Qualidade do Leite (PNQL), no ano de 2000, por iniciativa do MAPA. Entre 0s
objetivos do PNQL destacam-se a melhoria da qualidade do leite e derivados para
possibilitar a seguranca da populacdo e o crescimento da competitividade de produtos

lacteos em novos mercados (BRASIL, 2002).

Para atingir suas metas o PNQL realizou diversas agdes, que incluiram a
implantacéo e o aparelhamento de uma Rede Brasileira de Laboratorios de Controle de
Qualidade do Leite (RBQL) que analisasse, mensalmente, pelo menos uma amostra de
leite de cada propriedade produtora quanto a parametros internacionais de avaliacdo da
qualidade do leite (BRASIL, 2002). Atualmente dez laboratdrios, distribuidos em sete
estados brasileiros, fazem parte da RBQL. Em Pernambuco, encontra-se o Programa de
Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste (PROGENE), que realiza anélises de
amostras de leite cru refrigerado de bovinos leiteiros para determinacdo da CCS, da
composicdo (gordura, proteina, lactose, solidos totais, extrato seco desengordurado,
ureia e caseina) e da CBT (BARBOSA et al, 2008).

As atividades da RBQL visam o atendimento a Instrucdo Normativa 51 (IN 51),
publicada em 18 de setembro de 2002, pelo MAPA, que aprova os regulamentos
técnicos de producdo, identidade e qualidade de leites tipo A, B e C, pasteurizado e cru
refrigerado. No entanto, devido a necessidade de realizar alguns ajustes na IN 51 a
mesma foi alterada em 2011, pela IN 62, do referido 6rgdo, onde entre outras

modificacdes contemplam a extingédo de leite do tipo C.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas 184 amostras de leite cru, sendo 92 coletadas no inverno de
2012, nos meses de julho e setembro e 92 no veréo de 2013, més de janeiro, de acordo
com a Tabela 5.

Tabela 5. Amostras de leite cru coletadas e analisadas em fungdo do servico de

inspecéo e da estacdo do ano

Estacéo do ano

Servico de Inspec¢do

Inverno Veréo
SIF 27 28
SIE 36 36
SSI 29 28
Total 92 92

SIF — Servico de Inspecdo Federal; SIE — Servico de Inspecdo Estadual; SSI — Sem Servico de Inspe¢do

A escolha dos produtores foi aleatoria e para cada laticinio coletou-se apenas
uma amostra do mesmo produtor, por estacdo do ano; desta forma, foram coletadas

amostras de leite cru de 92 produtores em cada periodo.

As amostras foram coletadas de trés microrregides do Agreste de Pernambuco
(Vale do Ipojuca, Vale do Ipanema e Garanhuns), distribuidas conforme pode ser

observado na Figura 8.
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AGRESTE PERNAMBUCANO

Mesorregido Agreste Pernambucano
no estado de Pernambuco

Sania Cruz.

Micromregido

|:| Municipio

Sede Municipal

Agreste Pernambucano
dividido em microrregioes

Fonte: IBGE
Figura 8. Mapa do agreste de Pernambuco
Os circulos vermelhos sinalizam os municipios onde foram realizadas as coletas de leite

As amostras foram coletadas em frascos apropriados fornecidos pelo
PROGENE. O leite foi devidamente homogeneizado antes de cada coleta e colocado,
com auxilio de concha de inox, em trés frascos distintos. Um frasco com
aproximadamente 200 mL para amostra destinada a analise de residuo de antibidtico,
um frasco de 40 mL, contendo conservante de brometo de etidio, para amostra destinada
as analises de composicdo e CCS e outro com capacidade de 40 mL, com conservante
de azida sddica, para amostra destinada a analise de CBT. As conchas de inox utilizadas
nas coletas foram higienizadas com agua destilada e alcool a 70% vv antes e ap0s cada
coleta para evitar contaminacdo cruzada. Todos os frascos foram devidamente
identificados com numeracdo univoca e com informacéo do tipo de amostra de forma a
garantir a rastreabilidade. Imediatamente apds a coleta, foram registrados em planilha
especifica os dados necessarios a pesquisa em questdo, tais como: nimero do frasco,
data da coleta, hora, temperatura da amostra, laticinio, tipo de servico de inspecdo,
produtor e municipio. Todas as amostras foram colocadas em caixas de isopor com

cubos de gelo imediatamente apds a coleta.
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As amostras destinadas a analise de residuo de antibidtico foram posteriormente
congeladas em freezer e encaminhadas ao Laboratorio de analises RPM do LANAGRO-
RS para ser realizada a Analise Qualitativa de Multirresiduos e Quantitativa de residuos
de antibidticos p-lactdmicos por LC-MS/MS.

As amostras destinadas as analises de composicdo, CCS e CBT foram
encaminhadas ao PROGENE, localizado no Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

4.2 ANALISE QUALITATIVA DE MULTIRRESIDUOS POR LC-MS/MS

As analises foram realizadas conforme procedimento descrito no Método de
triagem para deteccdo qualitativa de residuos de sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas,
fluoroquinolonas e trimetoprima, empregando LC-MS/MS. Método validado para
amostras de leite e acreditado pelo INMETRO (LANAGRO-RS/MET RPM 10 02,
2012).

“A analise qualitativa de multirresiduos pode apresentar resultado positivo ou
negativo para cada um dos analitos dos grupos de antibidticos em questdo. Resultado
negativo significa amostra com auséncia de analito ou com quantidade inferior a
capacidade de deteccdo (CCp). Resultado positivo significa amostra com concentragdo
de analito acima do CCp. As amostras identificadas como positivas neste método de
triagem devem ser analisadas em metodologia confirmatdria especifica para cada classe
de substéncia. Os valores de CCp representam os niveis de fortificagdo onde o0s
procedimentos desta metodologia apresentam um nimero de falsos negativos inferiores
a 5%” (LANAGRO-RS/MET RPM 10 02, 2012).
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4.3 ANALISE QUANTITATIVA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
B-LACTAMICOS POR LC-MS/MS

Foram realizadas analises quantitativas para detec¢do e quantificacdo de residuos
de seis antibidticos B-lactamicos (ceftiofur, penicilina G, penicilina V, oxacilina,
cloxacilina e dicloxacilina) empregando LC/MS/MS, método validado por JANK et al.
(2012).

Os parametros analiticos dos analitos analisados neste método estdo descritos na
Tabela 6.

Tabela 6. Parametros analiticos obtidos para p-lactamicos em leite em ppb

Limite de Limite de o . Capacidade de
B-lactdmicos . Limite de deciséo
deteccéo quantificacdo deteccéo
Ceftiofur 10,0 25,0 120,4 147,9
Penicilina G 0,4 1,0 47 5,7
Penicilina V 0,4 1,0 47 6,1
Oxacilina 3,0 7,5 36,5 53,7
Cloxacilina 3,0 7,5 35,6 52,8
Dicloxacilina 3,0 7,5 36,3 56,6

Fonte: JANK et al., 2012.

4.3.1 Preparo de solucdes

“As solucbes estoque padrdo foram preparadas por dissolucdo de todos os
antibioticos (ceftiofur, penicilina G, penicilina V, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina)
individualmente em 0,5% de polipropileno glicol 3000 em tampao de acetato (pH 4,5),
a uma concentragdo de 0,5-3,75 mg mL™, para fazer dissolucdes mais faceis para o pool
de concentracdo de trabalho. Penicilina G e solugdes de penicilina V estoque foram
diluidas 1000 vezes para se obter 0,5 ug mL™. Oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina
foram também diluidas 1000 vezes para se obter 3,75 pg mL™; para ceftiofur, um fator
de diluicso de 1:800 foi aplicado para se obter uma concentragdo final de 12,5 ng mL™.
As diluicGes de solucbes estoque, para preparar um pool, foram feitas com agua
ultrapura” (JANK et al., 2012).
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4.3.2 LC-MS/MS

“O sistema consiste de um CLAE AGILENT série 1100 com uma bomba
quaternéria, um desgaseificador a vacuo e um amostrador automatico, acoplado com um
espectrometro de massa APl 5000 triplo quadrupolo (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA)” (JANK et al., 2012).

“A separacdo cromatografica dos compostos foi realizada utilizando uma coluna
de CLAE C18 Synergy® (150 x 3,0 mm; 4,0 um), precedido por uma pré-coluna de
C18, 5 um, 4,0 x 3,0 mm, ambas obtidas a partir de Phenomenex. Uma fase mdvel
binaria foi utilizada, com um fluxo de 0,5 mL min™, num tempo total de funcionamento
de 12 min.” (JANK et al., 2012). Ver Tabela 7.

Tabela 7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia - Gradiente de fase mével

] A (%) — agua ultrapura com B (%) — acetonitrila com
Tempo (min) . VR
0,1% de &acido formico 0,1% de acido férmico
2 100 0
3 5 95
3 5 95
4 100 0

Fonte: JANK et al., 2012.

“A ionizacdo por electrospray (ESI) no modo positivo foi utilizada para a
deteccdo e quantificacdo dos antibidticos especificos. A voltagem ajustada em 4000 V;
e a temperatura para 300°C. A aquisicdo foi realizada por meio do monitoramento de
multiplas reacBes para obter pontos de observacdo suficientes para confirmar cada
analito” (JANK et al., 2012).
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“Paréametros de massa foram otimizados por meio de infusdo dos compostos, em
uma concentragdo de 250 ppb, por meio de uma bomba de seringa a uma taxa de fluxo
de 10 pl min®, em fase movel (componente A: componente B, 50:50). Apds a
identificacdo de mais ions abundantes fragmentados para todos os compostos, assim
como 0s parametros de ionizacdo para cada transicdo particular, os cromatogramas de
monitoramento de multiplas reacGes foram obtidos, indicando a ordem de retencdo para
0s compostos selecionados. A andlise de fluxo de injecdo foi, em seguida, executada
para todos 0s compostos para otimizar as condi¢des de fonte de ions no espectrometro
de massa: fonte temperatura a 300°C, cortina de gas (CUR) em 12 psi, tensdo de
pulverizagdo do ion em 4000 V, fonte de gas 1 (GS1) em 50V e gas 2 (GS2) a 50 V, o
gés de colisdo em 4V e potencial de entrada a 10 V. Todos os dados foram processados
por versdo do software Analyst 1.4.2 (Applied Biosystems)” (JANK et al., 2012).

“Condigdes de monitoramento de multiplas reacdes, tempos de retencéo tipicos,
potencial de desagregacao otimo, célula de colisdo potencial e as energias de colisdo sdo
mostrados na Tabela 8 para todos os componentes, bem como tipicos produtos idnicos
gerados sob estas condi¢des” (JANK et al., 2012).

Tabela 8. Condigdes de monitoramento de maltiplas reagdes utilizadas no

espectrometro de massa

lon . Potencial de . Célula de Tempo de
Transigoes . Energia de L .
Composto Precursor degradagdo L colisdo retencdo
. observadas » colisdo (V) . .
[M+H] 6timo (V) potencial (V) (min)
] 524>241 126 25 16
Ceftiofur 524 7,30
524>210 126 79 10
335>176 96 17 20
Penicilina G 335 7,57
335>160 96 17 18
o 351>114 86 45 16
Penicilina V 351 7,70
351>160 86 19 22
. 402>160 96 19 16
Oxacilina 402 7,82
402>243 96 19 26
. 436>160 101 19 16
Cloxacilina 436 7,95
436>277 101 19 30
) . 467>114 106 47 24
Dicloxacilina 467 8,10
467>160 106 19 16

Fonte: JANK et al., 2012.
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4.3.3 Extragdo das amostras

“O procedimento de extracdo otimizado consistiu de subsequente adicdo de
quatro aliquotas de 1,0 mL de acetonitrila a um volume de 2,0 mL de amostra de leite,
misturando, num vértice por cerca de 10 s, aproximadamente, entre cada adi¢do. Apds
este passo, a amostra foi misturada em um agitador orbital durante 15 min, em seguida,
1,0 g de cloreto de sédio foi adicionado, e mais 15 min de mistura no agitador orbital
foram realizadas. As amostras foram, em seguida, centrifugadas durante 5 min, a cerca
de 3000 G sob-refrigeracdo (5°C). Aliquotas de sobrenadante foram transferidas para
frascos de CLAE e submetidas a analise LC-MS/MS. Um volume de 10 pl de extrato

foi injetado no sistema de analise” (JANK et al., 2012).

4.3.4 Efeito de matriz

“A avaliacdo do efeito de matriz foi realizada atraves da preparacao e analise de
trés curvas de calibracdo. Curva tipo I, chamada de curva de solvente, foi preparada por
diluicdo da solucdo padrdo na fase movel diretamente dentro do frasco, dando um
intervalo de concentracdes de 1-200 ppb, de acordo com 0 LMR para cada substancia.
Curva tipo 11, ou curva de recuperacdo, foi preparada pela adicdo de amostras brancas
com as quantidades desejadas de [-lactamicos, que foram extraidos e analisados como
amostras convencionais. Curva tipo 11, ou curva padrao tecido, foi preparada por adi¢éo
de uma solucdo padrdo de B-lactamicos em extratos de amostras brancas depois da
extracdo. Todas as curvas foram feitas no mesmo intervalo de concentracdo” (JANK et
al., 2012).
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4.4 ANALISE DE COMPOSICAO, CCS E CBT

Foram realizadas analises de composicdo (gordura, proteina, lactose, solidos
totais, extrato seco desengordurado, ureia e caseina) em espectrometro FTIR -
LactoScope FTIR Analyser, fabricado pela Delta Instruments, pelo método secundério
de espectroscopia de infravermelho — Transformada de Fourier (FTIR).

As anélises de CCS foram realizadas utilizando um medidor de fluorescéncia por
citometria de fluxo — SomaScope MKII, fabricado pela Delta Instruments.

Os equipamentos para as analises de Composicdo e CCS trabalham em um
sistema combinado denominado CombiScope FTIR (Figura 9).

As anélises de CBT foram realizadas em um equipamento automatico que utiliza
citometria de fluxo para contagem de bactérias no leite cru — Bactocount IBC (Figura
10), fabricado pela Bentley Instruments.
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Fonte: VALENCA (2013)
Figura 9. Equipamento CombiScope FTIR
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Fonte: VALENCA (2013)
Figura 10. Equipamento Bactocount IBC

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nas analises de Composicdo, CCS e CBT foram
submetidos a analise de variancia pelo método dos quadrados minimos (PROC GLM) e,
quando necessario, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com nivel de

significancia de 5%. Para isto foi utilizado o pacote estatistico SAS®.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE QUALITATIVA DE MULTIRRESIDUOS POR LC-MS/MS

As amostras ndo apresentaram violacdo para o0s antibidticos analisados,
indicando que ndo possuiam os analitos pesquisados em valores acima do LMR,
entretanto, seis amostras (6,5%) coletadas no verdo de 2013 foram positivas para
oxitetraciclina, significando que essas amostras apresentavam concentracdo desta
substancia acima do CCp (CCB > 25 ppb). As amostras identificadas como positivas
pelo método de triagem foram analisadas em metodologia confirmatoria especifica para
0 grupo das tetraciclinas. Dentre as seis amostras que foram positivas pelo méetodo de
triagem trés possuiam concentragdo acima do CCp pelo método confirmatdrio, as quais
foram: duas amostras do SIE (49,73 ppb e 31,35 ppb) e uma amostra SSI (26,89 ppb); e
trés amostras apresentaram concentracOes inferiores ao CCf, que foram: uma amostra
do SIF (11,92 ppb), uma amostra do SIE (13,46 ppb) e uma amostra SSI (7,08 ppb).

5.2 ANALISE QUANTITATIVA DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

B-LACTAMICOS POR LC-MS/MS

As amostras coletadas no inverno de 2012 ndo apresentaram residuo de
antibioticos p-lactamicos em concentragdes acima do LMR. No entanto, trés amostras
possuiam residuos de penicilina G em concentracdo inferior ao LMR, as quais foram:
uma amostra de SIF (0,16 ppb), uma amostra de SIE (2,03 ppb) e uma amostra SSI
(0,44 ppb).

No verdo de 2013, uma amostra dos fornecedores de leite a laticinios com SIE
(1,1% das amostras coletadas nesta estacdo ou 2,8% das amostras submetidas ao SIE
coletadas nesta estacdo) apresentou residuo de cloxacilina em concentracdo superior ao
LMR (464 ppb). Este resultado representa uma concentracdo superior a 15 vezes o
LMR.
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5.3 ANALISE DE COMPOSICAO, CCS E CBT

A estacdo do ano influenciou a concentracdo de gordura, proteina, sélidos totais,
ureia e caseina, mas ndo afetou os teores de lactose e extrato seco desengordurado
(ESD) e CCS. Foram verificados para os componentes avaliados, com excec¢éo da ureia,
valores mais altos no inverno de 2012, comparativamente ao verdo de 2013. Todavia o
servico de inspecdo ndo teve efeito sobre a composicdo quimica nem sobre a CCS
(Tabela 9).

De outra parte, houve interacdo do servico de inspecéo e da estagdo do ano sobre
a CBT. Nas amostras submetidas a inspecdo estadual ou sem inspecéo, a CBT foi maior
no verdo de 2013, no entanto, nas amostras submetidas a inspecao federal a CBT foi
menor nesta estacdo do ano. Observa-se também que os resultados do SIE e SSI foram
superiores aos encontrados pelo SIF nas duas estacfes (Tabela 9).
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Tabela 9. Médias, Coeficientes de Variacdo (CV) e Nivel de probabilidade para composi¢do quimica, CCS e CBT de leite cru produzido no

Agreste de Pernambuco, em fungéo do servico de inspec¢éo e da estacdo do ano

Servigo de Inspecéo

Nivel de probabilidade (p)

0,
Analise Federal Estadual Sem Inspecéo CV (%) Servico de .
| x Estacdo do *
nspecéo Ano (EA) SI *EA
Inverno Verio Inverno Verio Inverno Verdo (Sh
Gordura 3,54 3,42 3,46 3,23 3,55 3,35 12,4 ns 0,0041 ns
(9/100g)
Proteina 3,04 2,99 3,06 2,96 3,03 2,95 71 ns 0,0142 ns
(9/100g)
Lactose
(9/100g) 4,45 4.41 4,40 4,36 4,41 4,35 50 ns ns ns
Solidos Totais 12,02 11,84 11,90 11,57 11,98 11,68 5.4 ns 0,0042 ns
(9/100g)
ESD (g/100g) 8,48 8,42 8,44 8,34 8,44 8,33 4,2 ns ns ns
Ureia
(Mg/100 mL) 13,94 15,03 13,29 15,05 14,11 15,59 34,0 ns 0,0505 ns
Caseina
(g/100g) 2,34 2,29 2,32 2,27 2,31 2,27 7,9 ns 0,0567 ns
CCS (CSs/mL) 371.852 454.462 386.250 441.625 369.776 326.833 79,6 ns ns ns
(UlgCB/-r;L) 429.963 307.268 1.213.778 2.633.972 1.522.862 2.162.286 126,1 < 0,0001 0,0170 0,0596

ESD — Extrato Seco Desengordurado, CCS — Contagem Células Sométicas, CBT — Contagem Bacteriana Total, ns — ndo significativo
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O percentual de amostras fora dos limites estabelecidos pela IN 62 para gordura,
proteina e ESD aumentou no verdo de 2013 em comparacgdo ao inverno de 2012, exceto
nas amostras submetidas ao SIF, nas quais o percentual de amostras fora do limite de
gordura caiu de 11,1%, no inverno de 2012, para 3,6%, no verdo de 2013; e nas
amostras do SIE, que o percentual de amostras fora do limite de ESD diminuiu de
36,1%, no inverno de 2012, para 33,3%, no verdo de 2013. Vale salientar que, no verdo
de 2013, 50% das amostras, submetidas ao SIF e SSI, estavam com teores de ESD

abaixo do limite inferior fixado pela IN 62 (Tabela 10).

Nos resultados de CCS foram observados também que, o percentual de amostras
acima dos limites estipulados pela IN 62 subiu no verdo de 2013 em comparagdo ao
inverno de 2012. Ja o percentual de amostras com resultados superiores ao valor fixado
por esta Instrucdo Normativa para CBT diminuiu, no verdo, para o SIF e o SSI, no
entanto, o SIE e SSI apresentaram percentuais de amostras fora do padrdo acima de
40% nas duas estacOes (Tabela 10).

Tabela 10. Percentual de amostras fora do padrdo, segundo a IN 62, em funcdo do

servico de inspecdo e da estacdo do ano

Servico de inspecdo

Anélise Federal Estadual Sem Inspecéo

Inverno 2012 Verdo 2013 Inverno 2012 Verdo 2013 Inverno 2012 Verdo 2013

Gordura 11,1 3,6 11,1 27,8 10,3 25,0
Proteina 14,8 28,6 19,4 25,0 24,1 46,4
ESD 40,7 50,0 36,1 333 27,6 50,0
CCS 7,4 25,0 8,3 194 10,3 14,3
CBT 18,5 14,3 44,4 63,9 69,0 67,9

IN 62 — Instrugdo Normativa 62, ESD — Extrato Seco Desengordurado, CCS — Contagem Células

Somaticas, CBT — Contagem Bacteriana Total
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Avaliando os resultados de CCS, observou-se ainda que, com excecdo das
amostras submetidas ao SIF no verdo de 2013, mais de 50% das amostras apresentaram
valores entre 100.000 a 399.000 CS/mL. Vale ressaltar que as amostras sem inspegéo
possuiam o maior percentual de amostras com CCS inferior a 400.000/mL (68,9% no

inverno e 75% no verado), conforme Tabela 11.

Tabela 11. Percentual de amostras em trés diferentes intervalos de CCS em funcdo do

servico de inspecdo e da estagdo do ano

Servigo de Inspe¢ao

CS/mL Federal Estadual Sem Inspecdo
Inverno Verao Inverno Verao Inverno Verao
2012 2013 2012 2013 2012 2013
< 100.000 7,4 3,6 5,6 5,6 17,2 17,9
100.000 a 399.000 51,9 39,3 58,3 55,6 51,7 57,1
> 400.000 40,7 57,1 36,3 38,9 31,0 25,0

CCS - Contagem de Células Somaticas
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6 DISCUSSAO

6.1 RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Os resultados encontrados podem indicar respeito as boas praticas agropecuarias
na producdo leiteira, pois, de acordo com Andrew et al. (2009), se a aplicacdo de
antibidticos ocorrer apenas no periodo em que a vaca ndo estd produzindo leite e for
respeitado o periodo de caréncia indicado pelo fabricante do antibiético para o descarte
do leite, quando a aplicacdo ocorrer no periodo que o animal esta em lactacdo, sera
baixo o risco de passagem de residuos de antibidticos para o leite. Todavia também

pode indicar baixa frequéncia de tratamento com antimicrobianos.

Uma condigdo observada durante as coletas e que também pode ter contribuido
para estes resultados foi a utilizagdo de “plantas medicinais” por alguns produtores,
principalmente os denominados pequenos, no tratamento da mastite, em razéo do baixo
poder aquisitivo deste grupo. Por outro lado, ndo pode ser descartado o efeito da
diluicdo, que ocorre apds a mistura de leite isento de residuo de antibiotico com o leite
contaminado, o que também pode refletir a realidade encontrada nessas amostras. Estes
resultados foram semelhantes aqueles observados por Mattos et al. (2010), no Agreste
de Pernambuco, em estudo da qualidade do leite, que detectaram a presenca de -

lactdmicos em apenas uma amostra (1,89%) utilizando o kit Charm MRL Test.

A baixa taxa de violacdo das amostras verificada neste trabalho estd em
conformidade com os resultados reportados pelo PNCRC, que também indicam pouco
risco para o consumidor de leite cru, ja que ndo foram encontrados resultados de
violacGes ao LMR para residuos de antimicrobianos nas amostras de leite analisadas nos
altimos anos (SILVA, 2009; BRASIL, 2010; BRASIL, 2011b). Adicionalmente, os
resultados do Programa de analises de Medicamentos Veterinarios em Produtos de
Origem Animal (ANVISA, 2008) indicam que o risco de exposicao aos residuos de

antibioticos devido a ingestdo de leite UHT e leite em pé é baixo.
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6.2 COMPOSICAO, CCS E CBT

Os resultados demonstram que, embora tenha havido reducdo nas concentragdes
medias de gordura, proteina, e ESD no verdo de 2013, estas se encontravam acima dos
limites minimos estabelecidos pela IN 62, para o leite cru refrigerado, exceto as médias
de ESD nas amostras submetidas ao SIE e sem inspecdo (Tabela 9). Em consequéncia
da diminuicéo das concentracOes destes parametros nas amostras desta estacdo, ocorreu
0 aumento significativo do percentual de amostras fora do padréo nestes atributos no
mesmo periodo. Entre estes, os teores de ESD, para amostras submetidas ao SIF e SSI,
foram os que atingiram maiores percentuais (50%). Provavelmente as menores
concentracdes desses componentes no verdo sejam decorréncia de maior participacao de
alimentos concentrados, provocada pela seca prolongada ora ocorrendo na regido, o que
concorda com as observagdes de Zoccal e Carneiro (2008) e EMBRAPA (2010).

Pacheco (2011), em pesquisa realizada no Agreste de Pernambuco também
obteve valores médios de composicdo quimica dentro dos limites determinados para o
leite cru refrigerado, conforme IN 62 (BRASIL, 2011a).

Verificou-se também que, apesar dos valores médios de CCS estarem abaixo do
limite maximo estabelecido pela IN 62 em ambas as esta¢cdes do ano, no verdo de 2013
0 percentual de amostras fora desse limite aumentou, independentemente das amostras
estarem submetidas a inspecdo ou ndo (Tabela 10). Isto ndo significa que tenha
aumentado a incidéncia de mastite, mas foi consequéncia da mudanca do limite Maximo
de 750.000 CS/mL até 31/12/12 para 600.000 CS/mL a partir de 01/01/13.

Outro aspecto importante identificado foi que das 184 amostras analisadas, 62%
estavam com CCS inferior a 400.000/mL e 9% abaixo de 100.000/mL, todavia, se for
considerada apenas as amostras sem inspecdo, o percentual de amostra com célula
somatica menor que 100.000/mL aumenta para, aproximadamente, 17% nas duas
estacdes. CCS inferior a 100.000/mL sugere auséncia do processo inflamatério da

glandula maméria.
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Lima et al. (2006) avaliando leite cru tipo C produzido no Agreste de
Pernambuco, observaram que das 301 amostras analisadas, 71% apresentaram CCS
menor que 400.000/mL, 14,95% entre 401.000 a 750.000/mL, 5,67% entre 751 0000 a
1.000.000/mL e 7,97%, superior a 1.000.000 CS/mL. O total de 86,38% das amostras,
atenderiam aos limites maximos estabelecidos para o Nordeste até o ano de 2010.
Dentre as amostras que apresentaram CCS inferior a 400.000/mL, 41,86% tinham
valores inferiores a 100.000/mL.

A concentracdo média de CBT das amostras submetidas ao SIF esta dentro dos
parametros estabelecidos pela IN 62 nas duas estagdes. Entretanto, os teores médios das
amostras com SIE e sem inspecdo estdo superiores ao limite estipulado por esta
Instrucdo Normativa. Em decorréncia disto, os percentuais de amostras acima do limite
méaximo estabelecido pela IN 62 para o SIE e SSI foram de até 63,9% (SIE, no verdo de
2013) e 69,0% (SSI, no inverno de 2012). Altas contagens bacterianas, em amostras
com CCS abaixo de 400.000 CS/mL, sugerem deficiéncia na higiene durante a ordenha
e, consequentemente, perda de qualidade do produto (YAZID E MOHD YAZID, 1990).
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7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados, para os atributos de qualidade avaliados nesta
pesquisa, evidenciam que o leite cru produzido no Agreste de Pernambuco apresenta em
geral, residuo de antibidtico abaixo do LMR estabelecido pelo PNCRC, e CCS e
composicao quimica, em grande parte, dentro dos padrfes exigidos pela IN 62 do
MAPA. No entanto, os resultados de CBT, dos produtores que fornecem leite cru a
laticinios com SIE e a laticinios sem inspecdo, estavam, em sua maioria, superiores ao
permitido pela legislacdo vigente. Estes resultados refletem o efeito do tipo de inspecao
sobre a qualidade higiénica do leite cru produzido nesta regido.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Diante o exposto, se faz necessaria a adogdo de procedimentos de ordenha e
higienizacdo de equipamentos eficientes, assim como a refrigeragdo adequada, que
associada ao manejo correto, permita a melhoria da qualidade do leite. Para isso é de
fundamental importancia a implantacdo de um programa de educagdo sanitaria, junto

aos produtores e beneficiadores desse produto.
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