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RESUMO

As tefraciclinas sdo compostos antibacterianos utilizados no gado
leiteiro para tratamento de doengas infecciosas, como a mastite e também
como aditivos em ragcdo animal para melhorar a conversao alimentar. O uso
das tetraciclinas pode resultar na presenca de residuos destes farmacos no
leite, principalmente se nao forem utilizados de acordo com as indicagdes e
se nao for respeitado o periodo minimo de eliminagado dos antibiéticos pelo
leite. A presencga de residuos de antibiéticos no leite interfere no processo
industrial de derivados, inibindo fermentos laticos usados na produgao de
iogurtes e quejjos, 0 que, consequentemente, causa sérios prejuizos
econdmicos. Residuos de antibidticos no leite de consumo podem
representar riscos a saude humana, podendo causar reag¢des alérgicas em
individuos sensiveis, efeitos adversos a flora intestinal humana prejudicando
sua agao protetora local, além de propiciar a selegdo de populagdes de
bactérias resistentes. O Food and Drug Administration (FDA) estabelece
limite maximo de residuo (LMR) para as tetraciclinas em leite de 300ppb,
enquanto a Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) e
o Plano Nacional de Controle de Residuos Biolégicos em Produtos de
Origem Animal do Ministério da Agricultura brasileiro estabelecem LMR de
100 ppb. O objetivo deste estudo foi validar um método multirresiduo para
determinacao de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em
leite por extracdo com desproteinizacdo acidica e identificagdo e
quantificagcdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
detector de arranjo de diodos. O método apresentou limite de detecgado e
quantificagdo, respectivamente de 37,5 e 50ng/ml, lineridade de 50-
1600ng/ml e coeficientes de determinacdo de 0,9996; 0,9994; 0,9996 e
0,9996 para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina,
respectivamente, recuperagao entre 66,6 e 89,6%, com precisao e exatidao
adequadas. Para avaliar a aplicabilidade do método foram analisadas 231
amostras de leite “in natura”, obtidas em um laticinio, em trés coletas
consecutivas e mensais. O indice de amostras positivas para oxitetraciclina
manteve-se superior a 11%. Na primeira coleta 19% das amostras foram
positivas para oxitetraciclina, na segunda coleta 11,5% e na terceira coleta
12,2%. Os resultados indicam que o0 método validado mostrou-se apropriado
para monitorizagado da qualidade do leite.



ABSTRACT

Analysis of antibiotics residues oxytetracycline, tetracycline,
chlortetracycline and doxycycline in milk by high performance liquid
chromatography

The tetracyclines are antimicrobial agent used in dairy cattle to treat
infection diseases, as mastitis and also as additives in animal food to produce
improvements in feed efficiency and growth. The use of tetracyclines can result in
presence of residue of these antimicrobials in the milk, especially if they are not
used according to the label directions and if the minimum period of their elimination
is not respected. The presence of antibiotic residues in the milk interferes in the
dairy industrial process diminishing starter culture growth used in the yogurt and
cheese production, what causes strong economic loss. Antibiotic residue in the
consumer milk can represent risk to the human healith, being possible to cause
allergic reactions in sensitives human beans, disorders of the intestinal flora
damaging its local protection action besides to provide antibiotic resistance
development. The Food and Drug Administration (FDA) establishes maximum
residue limit (MRL) of 300ppb for tetracycline in milkk while the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA) and the National Plan of Biological
Residue Control in animal products of Brazilian Agricultural Bureau establishe MRL
of 100ppb. The objective of this study was to validate the multiresidue method to
determine the oxytetracycline, tetracycline, chlortetracycline and doxycycline in
milk by acidic desproteinization extraction and to identify and quantify by high
performance liquid chromatography with photo-diode array detector. The method
presented detection limit and quantification limit respectively of 37,5 and 50 ng/ml,
linearity from 50 to 1600ng/ml and correlation coefficient of 0,9996, 0,9994, 0,9996
and 0,9996 to the oxytetracycline, tetracycline, chlortetracycline and doxycycline
respectively; recovery between 66,6 and 89,2%, with good precisions and
accurancy. There were analyzed 231 samples of milk in nature obtained in a dairy
industrie, in three stages consecutive and monthly. The indices of positive samples
for oxytetacycline remained superior to 11%. In the first stage 19% of the samples
were positive for oxytetracycline, in the second stage 11,5% and in the third stage
12,2%. The results show that the validated method is appropriated for the
monitoring the quality of the milk.
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1. INTRODUGAO

Os antibioticos sdo amplamente utilizados no tratamento de doengas
no gado leiteiro e também como suplementos em sua dieta. Sua
administracdo pode ser feita via intramamaria, para o tratamento de
mastite; por via parenteral (intramuscular, intravenosa, subcutanea) para
terapia de infecgdes; por via intrauterina, para o tratamento de infec¢des
uterinas, cervicais e vaginais e por via oral, para o tratamento de doengas

ou como suplemento alimentar, em doses subterapéuticas (BISHOP &
WHITE, 1984).

Teoricamente, o uso de antibidticos por todas estas vias pode
resultar na presencga de residuos destes farmacos no leite, principalmente
se ndo forem usados adequadamente e se nao for respeitado o periodo

minimo de eliminagdo de antibidticos pelo leite (SCHENK & CALLERY,
1998).

A presenca de residuos de antibiéticos no leite interfere no processo
industrial de derivados, inviabilizando a produgcdo destes e,
consequentemente, causando também sérios prejuizos econdmicos,
como, por exemplo, inibindo fermentos laticos que sao culturas de

microrganismos usadas na producdo de iogurtes, queijos e outros
derivados (BOISON et al, 1994)

Os residuos de antibidticos no leite de consumo podem representar
riscos a saude humana, podendo causar reagdes alérgicas em individuos
sensiveis. Alguns estudos sugerem que a presenca de residuos de
antibidticos em alimentos podem, também, ter um efeito adverso na flora
intestinal humana, podendo prejudicar sua agédo protetora local, além de

propiciar a sele¢do de populagdes de bactérias resistentes (BRADY &
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KATZ, 1992, BRADY & KATZ, 1993, HONKANEN-BUZALSKI &
REYBROECK, 1997, MITCHELL, 1998).

Visto que a presenca de residuos de antibidticos no leite pode
resultar em prejuizos econdmicos e danos a saude, torna-se fundamental

monitorar a qualidade desse produto de consumo.

O leite e seus derivados ocupam um importante papel na alimentagao
do homem (COSTA, 1996) porque sdo produtos de alta qualidade
nutricional, podendo ser considerados uma das principais fontes de
proteinas e caicio. De acordo com PINAZZA & ALIMANDRO, 1999, o
consumo per capita brasileiro € da ordem de 143 litros anuais.Também
sdo considerados exemplos de alimentos naturais e seguros. Para
preservar esta reputacdo, devem apresentar padrdes adequados de

composigdo, pureza e auséncia de residuos de antimicrobianos ou outros
produtos quimicos (BRITO, 2001).

Além disso, a busca pela qualidade do produto tem sido o
diferencial das grandes empresas do setor e 6rgaos de fiscalizagdo, que
encontram dificuldades técnicas na identificacdo e quantificagdo de

residuos de antibidticos na matéria prima utilizada.

As organizagdes internacionais envolvidas com a saude publica,
como o Comité Conjunto FAOMHO para Aditivos Alimentares em
Alimentos (JECFA), a Administracdo de Alimentos e Drogas (FDA) dos
Estados Unidos e o Ministério da Salude através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, no Brasil, estabelecem as diretrizes para o Limite
Maximo de Residuo ou Limite de Tolerancia definidos como a
concentracdo maxima de residuo (seja ele do composto ou de seus
metabdlitos) resultante do uso de um medicamento veterinario, expresso
em parte por milhdo (ppm) ou parte por bilhdo (ppb), que € legalmente

permitido, ou reconhecido, como aceitavel no alimento e é estabelecido
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para cada antibidtico e sulfonamida aprovados para uso em animal
produtor de alimento, sendo o valor de limite maximo de residuo
correlacionavel a Ingestdo Diaria Aceitavel obtida a partir de ensaios de
toxicidade, teratogenicidade, e carcinogenicidade (MITCHELL et al, 1998,
KISER, 1984)

Para monitorar os residuos de antibiéticos em leite, sdo comumente
usados testes de triagem imunologicos e de inibicdo microbiolégica.
Algumas desvantagens destes testes de triagem séo: baixa especificidade
na identificacéo do antibidtico, sensibilidade que ndo atende aos critérios
de detecgdo dos Limites Maximos de Residuos, longo tempo de analise,
para alguns testes, além de resultados falso-positivos devido a presen¢a
de altas contagens de células somaticas e substancias inibitérias naturais
encontradas em alimentos de origem animal, tais como lisozima e
lactoferrina. Portanto, sdo necessarias técnicas analiticas sensiveis e
especificas para a identificacdo e quantificacdo de residuos de antibiético
no leite. A técnica mais utilizada para esta proposta € a cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (SHENCK & CALLERY,1998).

No Brasil, sdo comercializadas quatro diferentes tetraciclinas:
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e a doxiciclina, em diversas
apresentacGes, para o tratamento de infecgdes em gado. Exceto a
doxiciclina que é comercializada no mercado veterinario somente em uma
apresentagdo farmacéutica, como aditivo em ragdo ou agua. As outras
tetraciclinas podem, também, ser usadas como aditivos em ragcédo ou na
agua. Os testes de triagem para esta classe de antibi6ticos apresentam
algumas limitacdes, descritas anteriormente, sdo pouco precisos e nao
identificam certas tetraciclinas. Além disso, ensaios microbiologicos

refletem a concentragio total, sem identificar a concentragdo individual
das tetraciclinas.
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Assim, o objetivo do presente trabalho foi otimizar e validar um
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinagéo
simultdnea de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e a doxiciclina
em leite, visando a utilizagdo deste método na avaliagdo da presenca de
residuos destes compostos em amostras de leite de consumo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Agentes Antimicrobianos

Os agentes antimicrobianos s&do substancias quimicas usadas para
combater os microrganismos deletérios a saude animal e humana. Estes
agentes podem ser inespecificos ou especificos, sendo que os primeiros
atuam sobre microrganismos em geral, quer sejam patogénicos, ou néo.
Pertencem a este grupo os anti-sépticos e os desinfetantes. Os especificos
atuam sobre os microrganismos responsaveis pelas doengas infecciosas,

sendo representados pelos quimioterapicos e os antibidticos (SPINOSA,
1996).

A quimioterapia trata as moléstias através da administragdo de
substancias quimicas. Algumas dessas sao sintetizadas em laboratério e por
isso sdo chamadas quimioterapicos; outras sao produzidas por seres vivos e
sdo chamadas antibiéticos. Estes sdo produzidos, na sua grande maioria,
por microrganismos que fazem a sintese total ou parcial da molécula sendo
que neste ultimo caso, sdo concluidos em laboratérios, como por exemplo,
os antibiéticos semi-sintéticos (ALTERTHUM, 1999).

A maioria dos antibiéticos de uso clinico & produzida por fungos do
género Streptomyces e alguns dos géneros Penicillium e Cephalosporium,

alguns exemplos desses podem ser observados na Tabela 1 (ALTERTHUM,
1999; TORTORA et al, 2000).
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Tabela 1: Fontes de produgéo de alguns antibiéticos

Microrganismo Antibiético
Bacillus Gram-Positivos

Bacillus subtilis ' Bacitracina
Bacillus polymyxa Polimixina

Actinomicetos
Streptomyces nodosus
Streptomyces venezuelae
Streptomyces aureofaciens
Streptomyces reythraeus
Streptomyces fradie
Streptomyces griseus

Micromonospora purpurea

Anfotericina B

Cloranfenicol
Clortetraciclina e tetraciclina
Eritromicina

Neomicina

Estreptomicina

Gentamicina

Fungos
Cephalosporium Spp.
Penicillium griseofulvum
Penicillium notatum

Cefalotina
Griseofulvina

Penicilina

Fonte: TORTORA et al, 2000

Os antibiéticos podem ser classificados segundo varios critérios, como

por exemplo, por sua estrutura gquimica (derivados de aminoécidos;

derivados de acgucares, derivados do acetato e propionato, entre outros);

origem (bactérias, ascomicetos, actinomicetos, sintese); ac@o bioldgica

(bactericida, bacteriostatico, fungicida, fungistatico); espectro de acéo

(Gram-positivos, Gram-negativos, amplo espectro) e mecanismo de acéo

(parede celular, membrana celular, sintese de acidos nucléicos, sintese
protéica) (SPINOSA, 1996).

Os quimioterapicos sao classificados segundo a sua estrutura quimica

(sulfas, quinolonas, nitrofuranos etc.) e seu emprego quimioterapico
(agentes antifungicos, antivirais, etc.) (SPINOSA, 1996).
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O uso dos antimicrobianos especificos iniciou-se a partir dos estudos
de Paul Erlich (1854-1915), ao observar que alguns corantes organicos
tinham a propriedade de fixar-se em certos constituintes celulares e, quando
isto ocorria com agentes causadores de processo infecciosos, podiam
exercer efeito toxico seletivo sobre estes. Assim, esse autor definiu como
quimioterapico a substancia quimica de estrutura definida, produzida
sinteticamente, que introduzida no organismo, age de maneira seletiva sobre
o agente causador do processo infeccioso, sem causar efeito nocivo sobre o
hospedeiro (SPINOSA, 1996).

Em 1928, Alexander Fleming observou que o crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus era inibido na area ao redor de coldnias de fungos
em placa de Petri. O fungo foi identificado como Penicillium notatum, e o
componente ativo, isolado mais tarde, foi denominado penicilina. Em
microbiologia, observa-se com frequéncia reag¢des inibitérias similares entre
coldnias em meio sélido, sendo que o mecanismo de inibigdo &€ conhecido
como antibiose. Desta palavra deriva o termo antibidtico, que define uma
substancia produzida por microrganismo que, em pequenas quantidades,
inibe o crescimento de outro microrganismo. Portanto, os medicamentos do
tipo sulfa, totalmente sintéticos, tecnicamente nao sao considerados como

antibidticos. Porém, esta distingdo é frequentemente ignorada (TORTORA et
al, 2000).

Na primeira metade do século XX, a terapia usada em infec¢des,
particularmente as de origem bacterianas, teve um dos desenvolvimentos
mais bem sucedidos no campo da farmacoterapia. A descoberta das
sulfonamidas e suas propriedades antibacterianas, em 1932, e sua
introdugao na terapia, em 1935, permitiu um tratamento mais eficiente
dessas infec¢des (HEESCHEN & BLUTHGEN, 1991).

Em 1940, um grupo de cientistas da Universidade de Oxford,

coordenados por Howard Florey e Ernst Chain, obteve sucesso com o
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primeiro teste clinico da penicilina. A partir dai, foram realizados diversos
estudos nos Estados Unidos que culminaram com o isolamento de linhagens
de Penicillium, iniciando a produgdo de antibidticos em larga escala
(HEESCHEN & BLUTHGEN, 1991, TORTORA et al, 2000).

Os antibiéticos foram utilizados com grande sucesso no tratamento de
doengas bacterianas em humanos e posteriormente introduzidos na pratica
veterinaria, sendo que, a evolugdo do uso de antimicrobianos em animais
domésticos sempre acompanhou o desenvolvimento e a utilizagao
terapéutica destes agentes na medicina humana (GUSTAFSON, 1991,
HONKANEN-BUZALSKI & REYBROECK, 1997, MITCHELL et al, 1998).

A esta utilidade terapéutica, somou-se a descoberta, em 1950, da
habilidade dos antibidticos aumentarem o crescimento animal e a eficiéncia
de utilizagédo de ragdo animal, iniciando uma nova era no manejo de animais
e produgéo de carne. Desde entdo, o uso de agentes antimicrobianos tem
aumentado de forma tdo acentuada que muitos admitem, atuaimente, que
sem eles, as técnicas de produgdo da agricultura intensiva seriam
impossiveis. E extremamente ampla a quantidade de medicamentos
veterinarios administrados aos animais ou misturada a ragdo (GUSTAFSON,
1990, MITCHELL et al, 1998). Segundo Miller, 1993 (apud MITCHELL et al,
1998) aproximadamente 42% de todos os medicamentos veterinarios s&o
mundialmente usados na forma de aditivos na ragdo animal, 19% como
agentes anti-infecciosos (ex. antibacterianos, antifungicos e antivirais), 13%
como parasiticida, 11% como produtos biolégicos e 15% como outros
medicamentos. Os agentes antimicrobianos representam a maior propor¢ao
de todos os medicamentos usados na produg&do animal, tanto em volume
quanto em valor em délar.

Uma pesquisa realizada entre veterinarios nos Estados Unidos revelou
que os antibidticos sdo os medicamentos mais prescritos ou usados em

gado leiteiro em lactagao, principaimente para o tratamento de mastite,
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sendo os mais frequentemente utilizados nesses casos a peniciclina G, o
ceftiofur soédico, a cloxaciclina, a ampicilina, a cefapirina e a oxitetraciclina

(HEESCHEN & BLUTHGEN, 1991, HONKANEN-BUZALSKI &
REYBROECK, 1997, MITCHELL et al, 1998).

Os antimicrobianos s&o administrados aos animais atraves de injegdes
intramusculares, intravenosas e subcutadneas, por via oral, através de
alimentos ou agua, infusdo intrauterina e intramamaria e uso tépico.
Teoricamente, todas estas vias podem acarretar a presenga de residuos em

alimentos de origem animal, tais como leite, carne e ovos (MITCHELL et al,
1995).

2.2 Tetraciclinas

As tetraciclinas sao antibioticos produzidos por diversas espécies de
Streptomyces, sendo algumas semi-sintéticas. As tetraciclinas, ilustradas na
Figura 1, sdo assim denominadas por sua estrutura quimica ser formada por
quatro anéis. Elas nao sao apenas eficazes contra bactérias gram-positivas
e gram-negativas, mas também penetram em tecidos e sdo particularmente

importantes contra riquétsias e clamidias intracelulares (SPINOSA, 1996,
TORTORA, 2000).
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COMPOSTO R1 R2 R3 R4
Oxitetraciclina H CHs OH OH
Tetraciclina H CHs; OH H
Clortetraciclina Cl CHs; OH H

Doxiciclina H CH, H OH

Figura 1: Estrutura quimica das tetraciclinas

A primeira tetraciclina foi descoberta por Benjamim Duggar, em 1948,
durante um estudo sistematico da atividade antimicrobiana de actinomicetos,
presentes no solo, e recebeu o nome de aureomicina, devido a coloragéo
dourada do fungo produtor o Streptomyces aureofaciens, sendo
posteriormente denominada clortetraciclina. Em 1950, Rogna & Solomons
isolaram a segunda tetraciclina, a terramicina (alusdo feita ao estudo de
microrganismos produtores de antibidticos em amostras de solo
provenientes de varias partes do mundo), e posteriormente denominada
oxitetraciclina. A elucidagao da estrutura quimica basica destes antibiéticos
permitiu confirmar as semelhangas entre eles e a obtengdo da tetraciclina,
em 1953. A partir dai, houve um grande interesse em se produzir derivados

semi-sintéticos, tais como a doxiciclina e a minociclina que apresentam a
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vantagem de uma meia vida mais longa (SPINOSA, 1996, TORTORA,
2000).

2.2.1 Farmacocinética

2.2.1.1. Absorgao

A absorgao entérica varia com o tipo de tetraciclina administrada. A
clortetraciclina apresenta a menor absorgdo (30%), enquanto que a
absorgao da oxitetraciclina e tetraciclina variam de 60 a 80%, a doxiciclina
95% e a minociclina 100% (MARZO & DAL BO, 1998).

As tetraciciinas sao parcialmente absorvidas no trato gastrintestinal,
sendo que a presencga de alimentos no trato digestivo pode prejudicar sua
absorgao quando administradas por via oral, com exce¢do da minociclina e
doxiciclina. Esses compostos formam quelatos insoliveis com o cailcio,
magnésio, zinco, ferro e aluminio. A presenca de leite e derivados, as
preparagdes vitaminicas, as preparagdes férricas, os antiacidos e os
catarticos podem reduzir sua absorgao. As concentracées plasmaticas de
picos de 3 a 5 ug/ml sdo alcangadas 2 horas apds a administragao oral e
concentragdes plasmaticas de picos de 10 a 20 pg/mi sdo alcangadas 1 hora
ap6s administragcao intravenosa. A meia-vida plasmatica em mamiferos com
fungdo renal normal varia de 7 a 19 horas dependendo da tetraciclina em
questao (SPINOSA, 1996, YAO & MOELLERING, 1995, TIMONEY, 1984).

2.2.1.2 Distribuicao

Ap6és a administragdo oral ou intravenosa, as tetraciclinas sao
amplamente distribuidas no organismo e concentram-se no figado e rins. A

minociclina e doxiciclina, por serem mais lipossoluveis, apresentam meihor
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penetragdo no cérebro, liquido espinhal, globo ocular, e préstata que outras
tetraciclinas, podendo ser secretadas através do leite. Esses compostos
atravessam facilmente a placenta depositando-se na forma de um complexo
tetraciclina-Ca-ortofosfato nas estruturas formadoras dos ossos e dentes,
posteriormente, podendo nesses ultimos, resultar em manchas. A contra
indicagdo mais importante relativa a administragdo de niveis terapéuticos de
tetraciclinas durante a gravidez é o aumento do risco de hepatotoxicidade e
acidose metabdlica (TIMONEY, 1984).

A distribuicdo das tetraciclinas no organismo animal pode variar de
acordo com a sua lipossolubilidade: assim, a doxiciclina é absorvida com

maior facilidade, por ser mais lipossoluvel que a tetraciclina e a
oxitetraciclina (SPINOSA, 1996).

2.2.1.3. Biotransformacgao e excre¢ao

As tetraciclinas sao biotransformadas pelo figado e concentradas na
bile. Observa-se que essas concentragbes biliares sao trés a cinco vezes
maiores que os niveis plasmaticos. Esses medicamentos acumulam-se no

sangue em pacientes com insuficiéncia hepatica ou obstrugao biliar (YAO &
MOELLERING, 1995).

Todas as tetraciclinas, exceto a minociclina e a doxiciclina, sao
excretadas em sua forma ativa através da urina ou, em menor propor¢ao,
pela bile, sendo a filtragdo glomerular o processo responsavel pelo
mecanismo de excregdo renal destes antibidticos (SPINOSA, 1996).
Problemas renais prolongam a meia-vida das tetraciclinas, exceto a
doxiciclina que € excretada (90%) como um conjugado inativo, via trato biliar,
nas fezes (YAO & MOELLERING, 1995).
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2.2.2. Farmacodindmica

As tetraciclinas inibem a sintese protéica dos microrganismos
sensiveis, ligando-se aos ribossomas (que nos microrganismos S&0
constituidos das subunidades 30 e 50 S, enquanto os animais superiores
possuem subunidades 40 e 60 S). Estes antibiéticos ligam-se a subunidade
30 S do ribossoma do microrganismo, impedindo que os RNA
transportadores (RNAt) se fixem ao ribossoma e, com isto, ndo ocorre
incorporacdo de aminoacidos prejudicando a formagdo da cadeia peptidica.
A Figura 2 ilustra as etapas da sintese protéica bloqueadas pela a¢ao dos
antibiéticos. Embora as tetraciclinas tenham maior afinidade pela
subunidade 30 S do ribossoma microbiano, podem ligar-se também a
subunidade 40 S do ribossoma de animais superiores, o que explica
algumas reacOes adversas advindas do seu uso terapéutico (SPINOSA,
1996, ALTERTHUM, 1999). Portanto, sdo antibiéticos que apresentam efeito
bacteriostatico no crescimento de microorganismos, onde a sintese protéica
€ necessaria para a produgdo de nova biomassa, mas também apresentam
efeito bactericida contra alguns microrganismos (SADICK, 2000).
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Figura 2: Etapas da sintese protéica bloqueada pela agao de antibiéticos
Fonte: ALTERTHUM, 1999
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2.2.3. Efeitos adversos observados na terapia

Os efeitos adversos observados apds a administragcdo de doses
terapéuticas das tetraciclinas incluem desordens gastrointestinais,
hepatoxicidade, fotosensibilizacdo, acimulo em pacientes com insuficiéncia
renal, manchas nos dentes, inibigdo do hormdnio antidiurético, toxicidade
vestibular, e superinfeccdo resultante de alteragbes na flora microbiana
bucal, intestinal ou vaginal (TIMONEY, 1984).
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A hepatotoxicidade é observada apds a administragdo intravenosa de
doses superiores a 2 g/dia em humanos. Este risco € maior durante a

gravidez, devido a atividade renal diminuida e em pessoas debilitadas.
(TIMONEY, 1984).

As reagdes de hipersensibilidade s&o raras, geralmente manifestando-
se como urticaria, erup¢des cutdneas e anafilaxia. A reatividade cruzada
entre as tetraciclinas € comum e as reagbes de fotossensibilizagao
consistem de erup¢des eritematosas nas areas expostas a luz solar e podem
ocorrer com todos os analogos das tetraciclinas. A fotossensibilizagao é
observada ocasionalmente e parece ser uma conseqiéncia do acumulo das
tetraciclinas na pele (YAO & MOELLERING, 1995).

As tetraciclinas causam depressao do crescimento Gsseo, permanente
descoloragdo dos dentes, e hipoplasia do esmalte dos dentes quando
administradas durante o desenvolvimento 6sseo e dentario. Por isso s&o
contra-indicadas para criangas, com idade inferior a 8 anos, e durante a
gravidez (YAO & MOELLERING, 1995, TORTORA, 2000).

Esses compostos também suprimem a microbiota intestinal normal em
consequéncia de seu amplo espectro, causando disturbios gastrintestinais e
frequentemente levam a superinfecgbes, particularmente a causada pelo
fungo Candida albicans (TORTORA, 2000).

Quando administradas por via oral, as tetraciclinas causam irritagdo de
mucosa, provocando manifestagdes gastrintestinais, tais como nauseas,
vomito, diarréia. Podem ocorrer disturbios da flora intestinal mesmo quando
sao administradas por vias parenterais, uma vez que podem ser eliminadas
pelas fezes. A administragdo por via intramuscular ou subcutanea causa dor
no local da injecdo. Devido a capacidade de se ligarem ao caicio, podem
provocar efeitos cardiovasculares, tais como arritmias, além da deposi¢ao no

tecido O0sseo e dentario. Podem também causar efeitos toxicos em células



Revisdo da Literatura 16

hepaticas, como infiltracdo gordurosa e renais e necrose em tubulos
proximais (SPINOSA, 1996).

2.2.4. Resisténcia bacteriana as tetraciclinas

Atualmente a resisténcia bacteriana vem ganhando importancia,
acarretando a redugdo da utilizagdo terapéutica destes compostos. A
resisténcia bacteriana adquirida € mediada principalmente por plasmidios R,
sendo que algumas bactérias podem também ser induzidas a sintetizar
enzimas que inativam o antibiético. A resisténcia determinada por plasmidios
€ mediada por certas proteinas denominadas Tet (Tet A, B, C e D) que, uma
vez formadas, localizam-se na membrana citoplasmatica, provocando a
saida das tetraciclinas do citoplasma da bactéria, ou seja, as proteinas Tet

expulsam as tetraciclinas do interior da bactéria (TRABULSI & TOLEDO,
1999).

2.3. Indicagdes para o uso das tetraciclinas na pecuaria

Em geral, as tetraciclinas quando administradas por via intramuscular
sdo altamente irritantes e provocam dor local, assim, somente algumas
preparagdes de oxitetraciclina para uso animal s&do administradas por esta
via. As tetraciclinas podem ser administradas tanto por via oral, como por
vias parenterais. As doses orais terapéuticas sdo contra indicadas para
ruminantes e cavalos, devido as possiveis rupturas do rumem e alteragdes
da microflora e microfauna intestinal, embora as doses subterapéuticas
sejam bem toleradas. As vias mais apropriadas de administragdo séo a
intravenosa, normalmente utilizadas em bovinos e ovinos; a oral em suinos,
bovinos, animais de pequeno porte e aves ou a intramamaria em bovinos
(TIMONEY, 1984, SPINOSA, 1996).
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As tetraciclinas sdo de particular interesse na prevengao e tratamento
de micoplasma e outras infec¢des bacterianas envolvendo o trato
respiratério de ruminantes e suinos, assim como infecgdes causadas pelo
Fusobacterium em gado (TIMONEY, 1984).

Em relacdo a retengcdo de placenta sdo preconizados varios
tratamentos na tentativa de reduzir suas sequelas. Uma delas é a infuséo
intrauterina de oxitetraciclina, devido ao seu amplo espectro de agao
antibacteriana e sua habilidade em conservar essas propriedades
antibacterianas mesmo na presen¢a de material organico, de acordo com 0s

autores Gustafsson, 1988 e Olson et al, 1985, (apud DINSMORE et al,
1996).

A metrite é uma das principais doengas em gado e o0 seu tratamento é
sempre realizado com antibiéticos através de infusdo intrauterina e, neste
caso, a oxitetraciclina € o antibidtico de escolha (KANEENE et al, 1986).

As tetraciclinas encontram-se entre os agentes antimicrobianos mais
usados no tratamento de mastite, atingindo boa concentragcao na glandula
mamaria quando administrados por via parenteral. A oxitetraciclina € a mais
recomendada no tratamento da mastite por Pasteurella haemolytica e
Aerobacter aerogenes. As tetraclicinas do tipo “longa duragéo”, na dose de
20 mg/Kg, sdo capazes de manter uma 6tima concentragao bactericida por
72 horas, com um periodo minimo de descarte do leite de 96 horas apds a
ultima aplicagdo. A doxiciclina é indicada em mastites de dificil tratamento,
como as causadas por Nocardia spp e Clamidia (COSTA, 1996), sendo
também eficaz no tratamento de pneumonia causada por Pasteurella
haemolytica em bovinos (MEIJER et al, 1993).
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2.4. Uso de doses subterapéuticas de antibioticos e sulfonamidas
na pecuaria

A administragdo de doses subterapéuticas de antibidticos aos animais,
como medida profilatica ou no aumento da taxa de conversdo alimentar, é
praticada mundialmente na pecuaria. Hoje, aproximadamente 7,5 milhdes de
toneladas de antibidticos, tais como, clortetraciclina, penicilina e avoparcina
sao adicionadas, anualmente, a ragdo de bovinos, aves e suinos, nos
Estados Unidos. Estes compostos auxiliam no controle da difusdo da
infecgdo bacteriana entre os animais. Acredita-se que estes antibidticos,
promotores de crescimento, melhoram a conversdo alimentar mantendo
sobre controle as doengas que desviariam energia para o sistema imune,
assim, permitindo a conversdo desta energia em ganho de peso. Estas
doses sao muito menores que aquelas necessarias a terapia de infecgbes
graves, mas suficientemente altas para controlarem o crescimento da
microflora intestinal susceptivel (MANIE et al, 1999).

Os agentes antimicrobianos usados em ragdo podem ser agrupados
nas principais classes: 0s beta-lactdmicos, as tetraciclinas, os
aminoglicosideos, os macrolideos e as sulfonamidas, os peptideos, as
quinonas e os polienos. A Tabela 2 apresenta alguns exemplos dessas
classes de antibiéticos (SALVATORE & KATZ, 1993).
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Tabela 2: Antibiéticos mais frequentemente misturados a ragéo animal

CLASSE ANTIBIOTICO
Eritromicina

Macrolideos Oleandomicina
Tilosina

Higromicina B
Neomicina
Aminoglicosideos Estreptomicina
Espectinomicina

Lincomicina

— Oxitetraciclina
Tetraciclinas

Clortetraciclina

Bacitracina
Peptideo L
Virginiamicina
Polieno Nistatina
Quinona Novobiocina
Beta-lactamico PenicilinaG

Fonte: SALVATORE & KATZ, 1993

Os efeitos benéficos da clortetraciclina na taxa de crescimento de
frangos foram descobertos acidentalmente por pesquisadores, em 1940,
quando tentavam encontrar uma fonte de baixo custo de vitamina B4, para
uso em aves. A descoberta foi rapidamente confirmada e também utilizada
em bovinos e suinos. A administragdo de 70 a 80 mg/dia por animal acarreta
uma meédia de aumento de ganho de peso de 6% e uma média de 4% no
aumento da eficiéncia alimentar. O modo de agao da clortetraciclina nesta
situagdo é ainda pouco entendido, porém envolve uma variedade de fatores

incluindo a supressdao de microrganismos deletérios ao trato intestinal
(FRANCO, et al, 1990, TIMONEY, 1984).

Os teores de tetraciclinas, normalmente clortetraciclina ou
oxitetraciclina adicionados a ragdo por medidas profilaticas ou terapéuticas

variam de 50 a 400 mg/animal/dia e de acordo com a doenga a ser evitada
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ou tratada. A clortetraciclina pode ser usada em substituintes do leite, na
concentragdo de 0,22 mg/kg peso corpoéreo por dia, em bezerros pesando
acima de 113,5kg para melhorar 0 ganho de peso e aumentar a eficiéncia
alimentar. O uso da clortetraciclina, na dose de 0,11 mg/kg de peso corporeo
por dia, auxilia na prevengdo da diarréia bacteriana em bezerros. A
clortetraciclina, na dose de 70 mg/dia em gado com peso inferior a 317,8kg
auxilia na prevengao de diarréia bacteriana e na infec¢do de casco causada
por Fusobacterium necrophorum. Este tratamento também auxilia na
prevengao de abscessos no figado de gado de corte. O gado que apresente
peso superior a 317,8kg deveria receber 100 mg/dia, para a prevengdo de
diarréia bacteriana e infecgao de casco. A clortetraciclina, na dosagem de
350 mg/dia, auxilia na preven¢do da pneumonia bacteriana e septcemia
hemorragica em gado com peso superior a 317,8kg. Esta dose de
clortetraciclina em gado também auxilia na prevengdo de anaplasmose.
Estas doses necessitam de um tempo de caréncia de 48 horas para o abate
destes animais. A oxitetraciclina, na concentragao de 75 a 100 mg por dia,
em gado leiteiro pode ser usada na prevengdo ou tratamento de diarréia
bacteriana, assim como auxiliar da redugao da incidéncia e gravidade do

edema e, também, no aumento da producédo de leite (TIMONEY, 1984).

A clortetraciclina ndo tem seu uso permitido como aditivo alimentar
para o gado adulto no Reino Unido. Entretanto, nos Estados Unidos, varios
medicamentos contendo este composto podem ser administrados em vacas
em lactagdo (sem periodo de caréncia) na preveng¢ado de diarréia bacteriana
e em moléstias respiratorias. No caso de diarréia bacteriana, a dose
recomendada € de 0,22 mg/kg de peso corpéreo por dia. No caso de
moléstias respiratbrias, se o tratamento & continuo por mais de 30 dias, a
dose é reduzida para 70 mg por animal por dia (0,12mg/kg de peso corpéreo

por dia, levando-se em consideragdo um animal com peso médio de 600kg)
(MCEVOY et al, 2000).
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O uso de antibiéticos na ragédo animal é rigorosamente regulamentado
sendo que a responsabilidade do monitoramento esta a cargo, entre outros
orgaos, do Bureau of Veterinary Medicine (BVM), do Food and Drug
Administration (FDA) do Department of Health and Human Services (KISER,
1984, ANADON & MARTINEZ-LARRANAGA, 1999). No Brasil, o Plano
Nacional de controle de Residuos Bioldégicos em Produtos de Origem Animal
(PNCRB) do Ministério da Agricultura (Instrugdo Normativa/MAA N° 42, de

20 de dezembro de 1999) € o érgado que legisla sobre 0 assunto em questao.

Um limite de tolerdncia de antibiéticos em tecidos comestiveis é
estabelecido para cada antibiético e sulfonamida aprovados para uso em
animal produtor de alimento. As industrias produtoras dos antibiéticos devem
se responsabilizar pelo desenvolvimento de métodos analiticos que
permitam a deteccdo e quantificacdo dos compostos em questdo e a
aprovacgao fica a cargo do BVM. Os limites de tolerancia s&o determinados
em tecidos comestiveis, ndo cozidos (KISER, 1984).

O tempo de caréncia € conceituado como sendo o periodo entre a
ultima administragdo ou ingestdo de uma ragéo com antibiético pelo animal
até o seu abate. Este tempo € estabelecido através da determinagéo da
concentragcdo de residuos nos tecidos dos animais, utilizando a maior
concentragao e o maior tempo permitido. (KISER, 1984).
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2.5 Residuos de antibioticos em alimentos e os riscos a satde
publica

O uso excessivo de antibidticos na produgdo animal, bem como a

presenca de residuos na cadeia alimentar podem acarretar riscos a saude
humana e animal (MITCHELL et al, 1998).

O uso de concentragbes subterapéuticas de antibidticos em animais
induz o aparecimento de cepas selecionadas de bactérias, eventualmente
resistentes. A multiplicagdo destas populagdes resistentes, junto com o
potencial de resisténcia cruzada, leva ao desenvolvimento de coldnias
bacterianas extremamente resistentes & um amplo espectro de antibiticos.
Se tais bactérias resistentes forem transferidas aos humanos através do
consumo de alimentos produzidos por estes animais, estas bactérias
poderiam, em Ultima analise, colonizar novos hospedeiros ou passar sua
resisténcia aos antibidticos para outras bactérias presentes. (BARTON,

1998, BOWER & DAESCHEL, 1999, MANIE et al, 1999, STOBBERINGH &
BOGAARD, 2000).

Este fato ocorre devido as doses subterapéuticas de antibidticos
rotineiramente adicionados a ragdo animal, e nao devido ao tratamento
terapéutico de animais. O FDA aprovou uma variedade de antibidticos para
uso em ragao animal incluindo a penicilina e os nitrofuranos em aves e
suinos; as tetraciclinas em todo os animais produtores de alimentos e as
sulfas em suinos. Contudo, doses subterapéuticas destes antibidticos
favorecem a selegdo de microorganismos resistentes nos animais e esse
fator pode nao ter sido considerado. quando os niveis de tolerancia foram

estabelecidos para esses compostos em alimentos. (BOWER & DAESCHEL,
1999).

O significado do surgimento de populagdo bacteriana resistente nao
esta limitado somente a saude do animal usado como alimento, mas,
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também, ao efeito do residuo de antibidticos no complexo ecossistema
microbiano do intestino humano (BOWER & DAESCHEL, 1999). A
diversidade de elementos de resisténcia na microflora humana pode
aumentar através da introdugdo de flora resistente de origem bovina. A
literatura atual fornece evidéncias do surgimento de algumas bactérias
patogénicas com resisténcia multipla aos antibiéticos que poderiam ameagar
a saude humana. (BARTON, 1998, MANIE et al, 1999). Os residuos de
antimicrobianos no leite podem, também, ter um efeito adverso na flora
intestinal humana, o que pode prejudicar sua agéo protetora local, aléem de
propiciar o aparecimento de uma flora resistente (BRITO, 2001,
HONKANEN-BUZALSKI & REYBROECK, 1997, MITCHELL, 1998).

Em 1984, Scott Holmberg et al (apud TORTORA, 2000) identificaram,
em 18 pessoas, em quatro estados dos EUA, uma infecgdo causada por
uma cepa de Salmonella newport resistente, através da ingestdo de carne
de gado originario do estado de Dakota do Sul. Em 1985, S. typhimurium,
resistente aos antibidticos, originaria da industria leiteira de lllinois no
Estados Unidos, infectou 16.000 pessoas em sete estados. Os dados de
outros paises mostram padrdes similares de resisténcia. Na Europa, em
anos anteriores a 1984, observou-se que S. dublin era sensivel a agdo dos
antibiéticos. Desde 1984 observa-se que linhagens de bactérias isoladas de

gado e de criangas com salmonelose mostram-se resistentes ao
cloranfenicol e a estreptomicina.

Em 1985, cerca de 1.000 casos de infec¢ao por S. newport, resistente
a multiplos antibiéticos foram relatados na cidade de Los Angeles, Califérnia
onde foi caracterizado um plasmidio idéntico carregando genes de
resisténcia multipla aos antibiéticos em 99% dos isolados de S. newport. Foi
utilizada uma anadlise do perfil do plasmideo para rastrear as bactérias a
partir das pessoas doentes, identificando o local de processamento da

carne, o abatedouro e, finalmente, as trés fazendas envolvidas no caso
(TORTORA, 2000).
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Alguns ensaios utilizando S. aureus, como cepa teste, sugerem que
combinagdes de antibiéticos em niveis residuais podem causar aumento de
resisténcia. Os resultados de ensaio em colonias de Staphylococcus aureus
expostas a ampicilina, dihidroestreptomicina, eritromicina, neomicina,
oxitetraciclina, e sulfametazina, individualmente ou em combinagao de trés
medicamentos, indicaram que o0s chamados “niveis seguros" dos
antibioticos/antimicrobianos que podem aparecer no leite apresentam uma

forte tendéncia a selecionar populagdes de bactérias resistentes (BRADY &
KATZ, 1992, BRADY & KATZ, 1993).

BORDAS et al, em 1997, investigaram a relagdo entre residuos de
praguicidas e antibioticos na selegdo de resisténcias, sendo a unidade de
medida a concentragdo inibitoria minima, em cepas de S. aureus ATCC
9144 sensiveis a antibioticos. Os niveis de residuos de antibioticos tais
como, ampicilina, dihidroestreptomicina, eritromicina, neomicina,
oxitetraciclina e sulfametazina e os praguicidas, Malation, Carbaril e Captan
estudados foram todos inferiores aos niveis de tolerancia estabelecidos. Os
resultados indicaram que esses “niveis seguros” preconizados pelo FDA -
Centro de Medicina Vetrinaria para residuos de antibidticos em leite e para
os trés praguicidas normalmente encontrados em alimentos, ou seja todos
em concentragoes permitidas, tém potencial, quando seus residuos
estiverem presentes simultaneamente no leite, de aumentar o
desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos.

Segundo Debackere, 1984 (apud DEBACKERE, 1995) a questado
primordial € a de se estabelecer os niveis de residuos secretados no leite
que tenham influéncia no desenvolvimento de cepas resistentes,
particularmente no ftrato intestinal humano. Alguns especialistas nao
consideram essa questdo relevante, por admitirem que tal efeito somente

pode ser observado a partir de concentragées maiores ou iguais ao valor da

somente & possivel em doses terapéuticas.
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Em teoria, um outro risco relacionado aos residuos de antibidéticos em
leite e seus efeitos antibacterianos € o de causar disturbios na flora intestinal
humana. Embora este problema seja conhecido e debatido ha muitas
décadas, ainda nao existe um consenso. Em um documento intitulado “O
risco potencial de efeitos de residuos antimicrobianos na microflora
gastrintestinal humana”, Kidd, 1994 (apud DEBACKERE, 1995) fornece uma
revisdo excelente e relativamente atual deste risco potencial. Ele chegou as
seguintes conclusdes:

1) a causa mais comum de resisténcia no homem resulta do uso

terapéutico de antirmicrobianos na medicina humana;

2) a hipétese da ingestao de residuos afetar o equilibrio e o padrao da
flora intestinal ndo é encontrado em estudos epidemiol6gicos e
permanece sem provas, mas também néo foi refutada;

3) muitas organizagdes oficiais avaliaram estas hipéteses, e cada uma
delas concluiu ndo haver evidéncias cientificas que permitiriam
afirmar que residuos tém efeitos na flora intestinal humana;

4) ao contrario dos efeitos negativos bem documentados de doses
terapéuticas, ndo estd bem definida a relagdo entre niveis de
antibioticos na faixa de ppm a ppb, a alteragdo da microflora
intestinal e a consequente selegdo de organismos resistentes;

O autor conclui, baseando-se na literatura consultada, que néo ha risco

potencial de residuos antimicrobianos sobre a flora intestinal humana.

As reacbes alérgicas causadas pelo consumo de alimento contendo
agentes antimicrobianos parecem ser muito raras. Porém, essa baixa
incidéncia pode estar relacionada a dificuldade na identificagdo destas
reacdes. Vickers, em 1964, descreveu reacgdes alérgicas em humanos apo6s
o consumo de leite contendo penicilinas. A incidéncia observada por esse
autor foi muito baixa, entretanto, deve-se considerar o fato de que 1 a 10%

da populagao humana pode apresentar reagdes adversas as penicilinas.
(BLACK, 1984).



Revisdo da Literatura 76

Sao poucos os casos documentados de reagfes alérgicas brandas, tais
como, erup¢des na pele, em individuos previamente sensiveis, devido ao

consumo de leite ou carne contendo peniciina G (SUNDLOF, 1989,
MITCHELL et al, 1998).

Embora os niveis aceitaveis de residuos de antibiéticos em leite sejam
inferiores ao limite minimo necessario para produzir reacdes alérgicas
agudas, ndo se sabe se a exposicao freqliente a baixas concentracées de
tais antibiéticos possa causar efeitos nocivos aos consumidores. A maioria
das informagdes relativas a hipersensibilidade estdo associadas ao uso da
penicilina, além de relatos de que aminoglicosideo, cloranfenicol e
novobiocina sejam, também, fortemente alergénicos em individuos sensiveis
(COLLINS-THOMPSON et al, 1988).

Nao existem provas definitivas de que residuos de antibidticos possam
provocar sensibilizagdo e, assim, expor o consumidor a um risco de uma
futura reagdo alérgica ao antibidtico por ocasido de um tratamento
terapéutico. Suspeita-se que os residuos de penicilina presentes no leite
possam induzir reagdes de sensibilizagdo em individuos nao alérgicos,
porém nada existe que comprove esse fato. A sensibilidade aos antibidticos
administrados por via oral s6 ocorre em doses muito maiores do que as
necessarias para o mesmo efeito, através da via respiratéria ou dérmica
(SUNDLOF, 1989, DEBACKERE, 1995).

Existem evidéncias, pelo menos para alguns antibiéticos, de que os
seus residuos possam produzir reagdes alérgicas em pessoas previamente
sensibilizadas. A concentragao minima de residuos necessaria para esta
ocorréncia ainda € discutivel. Dependendo da fonte mencionada, pode variar
de 0,03 e 0,06 a4 e 10 U.1./ml de leite. Uma vez que a penicilina, compostos
similares e alguns metabdlitos podem ser alergénicos, € necessario que
limites maximos de residuos sejam estabelecidos para a maioria dos
antibiéticos (SUNDLOF, 1989, DEBACKERE, 1995).
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Existem restricbes especiais de uso para os compostos considerados
potencialmente perigosos a saude humana, como por exemplo, o
cloranfenicol e os nitrofuranos (BLACK, 1983, SUNDLOF, 1989). O
cloranfenicol pode provocar a anemia aplastica, um efeito toxico grave na
espécie humana. Os nitrofuranos se mostram carcinogénicos e mutagénicos

em testes de genotoxicidade em animais (SETTEPANI, 1984, SUNDLOF,
1989, MITCHELL et al, 1998).

E importante ressaltar que os produtos de degradagédo térmica das
tetraciclinas ndo causam efeitos adversos e que ndo foram observadas
reagdes de hipersensibilidade em humanos devido a ingestdo de carne e

ovos cozidos que originalmente continham residuos destes compostos
(TIMONEY, 1984).

Apesar da dificuldade em definir os riscos dos antibidticos e seus
metabdlitos a saude publica, a presenga de altas concentragdes de residuos
é ilegal e sujeita a multas em muitos paises (MITCHELL et al, 1998).

2.6. Interferéncia dos residuos de antibiéticos na produgido de
derivados e no controle de qualidade do leite

A preocupacao relativa a presenga de residuos de antimicrobianos em
alimentos surgiu nas industrias de laticinios que observaram a inibigdo dos
fermentos laticos, usados na produgcdo de derivados do leite, devido a
presenca de residuos de antibidticos. Assim, os primeiros controles de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos foram realizados na
industria de laticinios (MITCHELL et al, 1998). Esse controle realizado pelas
industrias processadoras de leite, durante os anos 50, provocou o primeiro
grande impacto para a redugéo de residuos de antibidticos nesse alimento
(KINDRED & HUBBERT, 1993).



Revisdo da Literatura 28§

A presencga de antibidticos no leite, mesmo em baixas concentragdes,
causa problemas para a industria de laticinios, tais como: inadequada
coagulagdo do leite; problemas na fabricagdo de quejjos, ou seja,
acidificagdo e sabores inadequados, textura irregular e tendéncia a
fermentagdo butirica; diminuicdo no sabor e acidez durante a fabricagédo de
manteiga e produtos similares, acidificagdo e formagdo de odores
desfavoraveis na manteiga e no creme. Em produtos lacteos fermentados, o
efeito dos antibidticos € observado através da diminui¢do ou inibicdo da
acidificagdo, provocando textura inadequada e diminuigdo da formagédo de
aroma. Pequenas quantidades de antibiéticos no leite podem inibir a eficacia
dos fermentos lacticos sensiveis utilizados na fabricagdo de queijos, iogurtes
e de outros produtos (HEESCHEN & BLUTHGEN, 1991, MAYRA-MAKINEN,

1995, GALLINA et al, 1998, SILVA et al, 1999, MARTINS & VAZ, 2000,
BRITO, 2001).

Um outro fator a ser considerado € a interferéncia na prova da
redutase, usada para avaliar a qualidade microbioldgica do leite. A presenga
de residuos de antimicrobianos pode inibir a multiplicacdo ou inativar
microrganismos existentes e indicar uma falsa boa qualidade do leite
(BRITO, 2001, FAGUNDES & MOLIN, 1998).

Certos antibiéticos presentes no leite modificam os resultados do teste
da enzima fosfatase alcalina que é utilizado para controlar a pasteurizagao.
O leite contendo tetraciclina e penicilina, corretamente pasteurizado, pode
ndo parecer pasteurizado devido ao aparecimento da cor que indica

ineficacia da pasteurizagao, induzida por estes antibiéticos (FAGUNDES &
MOLIN, 1998).
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2.7. A incidéncia e principais causas de residuos de antibiéticos
no leite

O conceito de residuos de medicamentos veterinarios esta relacionado
a quantidade total desses compostos e de seus produtos de
biotransformagao nos tecidos ou carnes, ou ainda em fluidos de animais
produtores de alimento. Os residuos desses medicamentos e/ou seus
produtos de biotransformagdo podem se acumular ou depositar em células,

tecidos ou excretas do animal apdés a sua administragdo. (DEBACKERE,
1995).

Além da administragdo oral e parenteral para obtencido de efeitos
sistémicos, ha também a aplicagdo local entre as quais a intramamaria é a
que mais influencia o0 aparecimento de residuos de antibiéticos no leite €, em
menor extensao, a aplicagao intrauterina (DEBACKERE, 1995).

O leite apresenta uma situagdo especial em relagao aos residuos de
antimicrobianos devido as altas concentragbes de antibidticos em
formulagbes de aplicagdo intramamaria de liberagdo lenta, amplamente
usados para o controle e a terapia da mastite bovina. Em alguns paises, a
concentragdo maxima das doses intramamarias € limitada através de
legislagbes especificas. Deve-se desprezar o leite nas primeiras 96 horas
apoés a aplicagéo de algumas formulagdes (TIMONEY, 1984).

De acordo com MITCHELL et al, 1998, existem varios estudos
relacionados a presenga de antibidticos em alimentos de origem animal. Em
1962, observou-se que aproximadamente 12% do leite comercializados nos
Estados Unidos apresentavam residuos de (-lactdmicos. Resultados
similares foram observados na Inglaterra, em 1963, quando 11% das
amostras de leite testadas continham teores de penicilina. Além disso,
estudos conduzidos em 1988, usando métodos de detecgdo mais sensiveis,
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indicaram que 75% do leite consumido nos Estados Unidos continham niveis

detectaveis de tetraciclinas, sulfametazina e outros antibiéticos.

Um estudo realizado nos Estados Unidos, em 1988, por COOLLINS-
THOMPSON et al avaliou a presenca de residuos de antibioticos em 214
amostras de leite. Das 174 amostras provenientes de 16 estados
americanos, 150 mostraram-se positivas para um ou mais antibiéticos. O
maior numero de positivos estava relacionado a sulfametazina (82) e a
tetraciclina (48). No Canada, as 40 amostras analisadas, no mesmo periodo,

também apresentaram-se positivas para residuos de tetraciclina (12) e
sulfametazina (12).

No Japao, OKA et al, em 1991, avaliaram a presenc¢a de residuos de
tetraciclinas em tecidos de animais abatidos, que ndo tinham sido aprovados
na inspegao por apresentarem sintomas de doengas. Foram analisadas 271
amostras, sendo que 49 (18,1%) mostraram-se positivas para oxitetraciclina,
5 (1,8%) para clortetraciclina e 5 (1,8%) para doxiciclina. As taxas de
frequéncia de residuos de tetraciclinas foram 29,1% (37/127) para bovinos e
15,2% (22/124) para suinos.

ANDERSON et al, em 1995, elaboraram um estudo para avaliar a
possibilidade da oxitetraciclina, administrada por trés diferentes vias em
vacas em lactagdo, ocasionar a presencga de residuos deste antibiético em
leite. Os resultados mostram que as vias intramuscular e endovenosa
apresentam maior potencial de positividade em comparagdo com a via
intrauterina. Nesse estudo, os autores sugerem que os esforgos para reduzir
residuos de oxitetraciclina no leite comercializado devem se concentrar nos

procedimentos de administragado pela via intramuscular e endovenosa.

ALBUQUERQUE et al, em 1996 avaliaram trezentas amostras de seis
marcas de leite pasteurizado: 5 marcas do tipo C e uma marca do tipo A

coletadas semanalmente, em diferentes regides da zona metropolitana de
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Fortaleza. Do total de amostras analisadas, 209 apresentaram inibidores
(69,7%), e destes, 85 estavam relacionados aos residuos de penicilina, o
que representava 28,3% do total analisado.

Outros trabalhos realizados no Brasil avaliaram a presenca de residuos
de antibidticos em leite de consumo: BARROS & PERCHES, em 1981,
verificaram no leite tipo B, de Sao Paulo, a presenga de inibidores em
15,04% das amostras de leite “in natura”, em 21,25% das amostras de leite
“in natura” resfriado (carro-tanque) e em 21,87% das amostras de leite
pasteurizado. GELLI et al, 1984, analisaram 404 amostras de leite
pasteurizado, tipos B e especial, comercializados na cidade de Sao Paulo,
SP, e verificaram que 11,63% apresentaram resultados positivos para
residuos de antibidticos. LOPES et al, 1998 avaliaram a presen¢a de
residuos de antibidticos em 178 amostras de leite pasteurizado
comercializado na cidade de Campinas, SP e os resultados indicaram que
7,9% das amostras apresentaram presenca de residuos de antibidticos. O
maior numero de amostras com presenga de residuos de antibiéticos
ocorreu respectivamente no leite pasteurizado tipo A (14,1%) e no leite
pasteurizado tipo B (2,5%) e no leite pasteurizado tipo C ndo houve

deteccgdo desse tipo de substancias nas amostras analisadas.

Um estudo conduzido por Booth em 1982 (apud MITCHELL et al, 1998)
baseado na opiniao de fazendeiros, constatou que 92% das contaminag¢des
de antibiéticos no leite provavelmente ocorreram devido ao uso de infusdes
intramamarias (61% em lactagéo e 31% em vaca seca) para o tratamento de
mastite. As inje¢cdes foram responsaveis por 6% das contaminaces, e 2%
foram atribuidas a outras causas. Segundo Heeschen et al, 1996 (apud
MITCHELL et al, 1998) e Mc EWEN, 1991a, as infusdes intramamarias
liberam altas concentragbes de antibidticos diretamente nessa glandula, e
uma vez que, a maioria desses produtos contém penicilina e outros B-
lactamicos e pelo fato de que muitos testes sejam particularmente sensiveis

a estas classes de antibidticos, ndo & surpresa que os antibiéticos B-
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lactamicos sejam os residuos mais comumente detectados no leite, na
maioria dos paises.

Num estudo realizado em gado leiteiro em lactagdo que recebeu
clortetraciclina adicionada a ragdo na concentragao de 2, 10, 300 mg/kg por
21 dias, os resultados mostraram, dentro de condicdes experimentais
planejadas para mimetizar a situacdo real de vacas em lactagao que
consomem rag¢ao adicionada de clortetraciclina, que as concentragbes no
leite n3o excederam os Limites Maximos de Residuos preconizados pelos
Estados Unidos e concluiram que esta ndo € a causa de residuos de
tetraciclinas detectados em leite (McEVOY et al, 2000).

Muitos s&@o os fatores que contribuem para o aparecimento de
residuos, tais como, falhas na notificagdo dos tratamentos ou na
identificagdo de animais tratados, porém, a maior porcentagem de residuos
ocorre devido ao uso do antibidético de maneira inconsistente com as
indicagbes de administragdo. Isto se deve, em primeiro lugar, pela
inobservancia dos tempos de caréncia e, segundo, pelo uso do
medicamento fora das especificagdes, como tratamentos envolvendo um
outro método que nao o indicado, por exemplo, utilizando-se diferentes
especies, aumento da dose, diferentes vias e frequéncia de administragéo.
Desse modo, os tempos de caréncia s&o dificeis ou impossiveis de serem
determinados (Mc EWEN, 1991a, MITCHELL et al, 1998, COSTA, 1999).

Um levantamento realizado no Reino Unido, em 1986, mostrou que de
3.484 casos de contaminagao do leite com antibiéticos, 80% ocorreram devido
ao tratamento intramamario, em casos de mastite. Mais de 50% dos casos de
contaminagdo ocorreram devido ao tratamento intramamario durante a
lactacao e aproximadamente 27%, como conseqiiéncia do tratamento a
secagem. As principais razdes encontradas foram:

- Inobservancia de um periodo de caréncia para a retirada do leite para
consumo humano apés o tratamento (16,5%);
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- Mistura acidental do leite contaminado com antibiético aoc ndo contaminado
(16,7%);

- Excregao prolongada do antibiético (8,2%);

- Parigdes antes do periodo esperado (7,3%);

- Contaminagdo dos equipamentos de ordenha (7,2%).

Foram, também, identificadas outras causas, como ordenha acidental de
vacas no periodo seco, descarte somente do leite dos quartos mamarios
tratados, deficiéncia ou falta de registro dos tratamentos realizados, falta de
identificacdo das vacas tratadas ou perda da identificagio, falha de notificagéo
do periodo de retirada do leite para consumo e uso de formulagéo para vacas
secas durante a lactagcdo (BOOTH & HARDING, 1986).

KANEENE & AHL, em 1987 conduziram um estudo com 3000
produtores de leite no estado de Michigan, EUA, onde observou-se que a
presenca de residuos no leite era maior nas fazendas que apresentavam um
rebanho maior € um numero maior de trabalhadores temporarios, uma vez
que a tendéncia a erros, tais como, descumprimento das indicagbes de
administracdo do antibidtico e falha na identificacdo dos animais tratados, é
maior. Nas fazendas que usavam, mais frequentemente, antibiéticos
misturados a ragdo também apresentaram maior incidéncia de residuos no
leite. Neste estudo, os teores de residuos mais elevados também foram

associados ao inadequado conhecimento sobre os periodos de caréncia dos
antibioticos.

Em outro estudo conduzido com produtores de leite em Ontario, em
1991, nao foi observado um aumento significativo ha ocorréncia de residuos
relacionados ao uso de ragdo com antibiético e ao nimero de trabalhadores.
Os fatores principais associados ao aumento da ocorréncia de residuos em
leite foram uso de trabalhadores temporarios para ordenha, e um aumento
na frequéncia de tratamento de vacas em lactagdo, com antibi6ticos 'por via
intramamaria (McEWEN et al, 1991b).
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Um estudo desenvolvido em 1018 fazendas de leite na Franga
identificou como as principais causas da presenga de inibidores em leite a
terapia da mastite clinica (64%), a terapia da vaca seca (24%) e os
tratamentos de outras patologias (11%). No caso do tratamento da mastite
clinica (n=330), o principal fator de erro consistiu da ordenha acidental de
vacas tratadas (58%), mais frequentemente devido a um erro na
identificagdo, e ao ndo cumprimento das prescrigées de uso (38%). No caso
da terapia durante o periodo seco (n=122), os principais erros identificados
foram o produtor ter esquecido de descartar o leite (66%) ou n&o respeitar o
periodo de caréncia recomendado no caso de periodo seco normal (11%) ou
periodo seco anormal, mais curto (30%) (FABRE et al, 1995).

2.8. Mastite

A mastite é a doen¢a mais comum do gado leiteiro, e requer tratamento
antimicrobiano. Em muitos paises, observa-se que mais de 50% das vacas
apresentam mastite subclinica. Embora a terapia com antimicrobianos nao
seja eficiente (por exemplo, a taxa de cura encontra-se em torno de 40% em
infecgdes estafilococicas), sdo amplamente utilizados nesse tipo de terapia.
Os antimicrobianos chamados de longa duracgdo sao utilizados na terapia da
vaca seca para a prevencao de novas infecgdes do ubere. A terapia é
imediatamente recomendada em casos agudos, quando os sintomas de
mastite sdo visiveis, porém, em casos subclinicos, a terapia da vaca seca
pode ser iniciada no final do periodo de lactagdo. Além do tratamento
antibacteriano da mastite, outras infec¢des tratadas com antibiéticos podem
acarretar residuos no leite. Se, os periodos de caréncia sdo seguidos
corretamente, ndo ha praticamente risco de contaminagéo, porém se sao
negligenciados, os residuos podem causar problemas e perdas econdmicas
(HONKANEN-BUZALSKI & REYBROECK, 1997).
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A mastite € um processo inflamatério da glandula mamaria, afetando
quali e quantitativamente a producéo leiteira. Observa-se um menor teor de
lactose, caseina, gordura, célcio, e fésforo e aumento de imunoglobulinas,
cloretos e lipase, sendo que esta ultima rancifica o leite. Com estas
alteragdes o leite torna-se inadequado para o consumo e para produgéo de
derivados, podendo ser rejeitado na plataforma da usina (COSTA, 1996).

A mastite clinica pode ser aguda, apresentando sintomatologia
evidente de processo inflamatério e altera¢des das caracteristicas do leite,
ao passo que na mastite crénica observa-se a formagao de tecido mamario
fibroso e alteragGes do leite. A mastite subclinica, de sintomatologia ndo tao
evidente, caracteriza-se pela diminuicdo da producdo leiteira, sem que,
contudo, se observem sinais de processo inflamatério ou fibrose. Essa
moléstia € a causadora dos maiores prejuizos na producao leiteira; estima-
se que para cada vaca com mastite clinica existam até nove, ou mais, com
mastite subclinica (COSTA, 1996).

O tratamento medicamentoso ideal da mastite seria aquele que
pudesse controlar todos 0s processos infecciosos do ubere e ndo deixasse
residuos no leite. A administracéo do antimicrobiano por via intramamaria €
o método mais freqiente de tratamento da mastite bovina, porém, o
tratamento sistémico associado ou ndo ao tratamento intramamario, devera
ser utilizado sempre que houver mastite clinica aguda. Das vias sistémicas
disponiveis, usa-se preferencialmente a via intramuscular ou subcutanea;

entretanto muitas vezes é necessaria a utilizagdo da via intravenosa
(COSTA, 1996).
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2.9. Medidas preventivas para evitar residuos de antibiéticos no leite

As praticas atuais de producdo sinalizam na diregdo de adogao de
medidas preventivas para o controle das doengas infecciosas do gado leiteiro,
em especial da mastite, que tem sido a principal causa de aparecimento de
residuos de substancias antimicrobianas no leite. E papel de todos os
envolvidos na produgéo animal prevenir que residuos de antibiéticos entrem na
cadeia alimentar humana (BRITO, 2001).

De acordo com HARDING, 1995 e BRITO, 2001, para se evitar a

presenca de residuos no leite as seguintes recomendagbes devem ser
seguidas:

- Somente tratar infeccbes do gado leiteiro com substancias
antimicrobianas indicadas por um médico-veterinario.

- Nao disponibilizar para o consumo humano o leite de vaca tratada com
substancias antimicrobianas, portanto, ndo comercializar o leite durante e ap6s
o tratamento, enquanto o antimicrobiano (antibiéticos e sulfonamidas) estiver
sendo eliminado no leite. Toda vaca tratada durante a lactagdo deve ser
identificada, para se evitar a mistura acidental do leite contendo residuos ao
restante do leite do rebanho.

- Respeitar rigorosamente o prazo de retirada do leite do consumo para cada
produto utilizado. Este prazo varia de acordo com o produto. Antimicrobianos
que ndo trazem esta informacgdo ndo devem ser usados para tratamento de
vacas em lactagao.

- Evitar tratamentos desnecessarios, principaimente da mastite subclinica
durante a lactacdo. O tratamento feito na ocasido da secagem da vaca

apresenta maior taxa de cura.

- Evitar aumentar a dosagem dos antimicrobianos e usar sempre a dosagem
recomendada para cada produto.
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- Evitar o uso de mais de um antimicrobiano diferente, pois isso pode aumentar
o periodo de excregdo no leite e alterar o prazo de retirada do leite para
consumo.

- Adotar um plano de controle da mastite, através de medidas preventivas e de
higiene, ambiente limpo para as vacas, manutencéo e limpeza adequadas dos
equipamentos de ordenha.

- Nao usar produtos recomendados para tratamento de vacas secas em vacas
em lactacdo, porque os primeiros sdo formulados para persistirem por mais
tempo no ubere. Vacas tratadas na secagem que parirem antes da data
esperada devem ter o leite retirado do consumo até completar o periodo
recomendado.

- Ter cuidados rigorosos de higiene na aplicagdo intramamaria de
antimicrobianos. Esses procedimentos sdo necessarios para evitar que o

proprio tratamento veicule uma nova fonte de infecgdo com microrganismos do
ambiente

2.10. Limite Maximo de Residuos

A qualidade do alimento disponivel para consumo é viabilizada através
do controle de residuos biologicos, decorrentes do emprego de
medicamentos veterinarios, praguicidas, ou por acidentes envolvendo
contaminantes ambientais. E importante frisar que nem todos os
medicamentos e compostos quimicos aos quais 0s animais sdo expostos
deixam residuos perigosos a saude humana e animal, e mesmo aqueles
reconhecidos como potencialmente nocivos, somente permitem tal condigao,
quando ultrapassam o limite de seguran¢a ou limite maximo de residuo
(LMR), que o alimento pode conter, sem prejuizo da integridade organica de
seres humanos e animais (BRASIL, 1998).
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Esses limites sdo determinados em centros de pesquisa, a partir de
ensaios toxicolégicos, de curto e médio prazos, em animais de laboratérios,
microrganismos e genoma celulares. Apds a conclusao destes estudos,
organizagbes internacionais envolvidas com a saude publica analisam os
resultados, e posteriormente recomendam os LMR’s dos diferentes
compostos aprovados a consideragdo dos paises membros do Codex
Alimentarius — Programa das Na¢des Unidas Sobre Harmonizagdo de
Normas Alimentares, gerenciado pela FAO/OMS (BRASIL, 1998).

De acordo com Telling, 1990 (apud MITCHELL et al, 1998) entre as
organizagdes internacionais que estabelecem as diretrizes para os LMR
existe a Comissdo do Codex Alimetarius, cujas normas sao estabelecidas
pelo Comité de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
baseadas em recomendag¢des cientificas do Comité Conjunto FAO/OMS de
Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA). Outros grupos internacionais
incluem a Agéncia Européia para Avaliacdo de Produtos Médicos (EMEA) e
Consultoria Mundial da Industria de Saude Animal (COMISA). Muitos paises
tém grupos de especialistas em agéncias, tais como a Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos, o Departamento de Drogas
Veterinarias do Canada e o Comité de Produtos Veterinarios do Ministério da
Agricultura, Pescados e Alimentos no Reino Unido.

Os limites de residuos em alimentos sao estabelecidos na forma de
limites de tolerancia ou limites maximos de residuos. Deve-se notar que o
termo tolerancia é usado nos Estados Unidos enquanto LMR é usado no
Canada e na Unidao Européia, porém os dois termos s&o sinénimos. O termo
LMR pode ser definido como a concentracido maxima de residuo (seja ele do
composto ou de seus produtos de biotransformacgao) resultante do uso de
um medicamento veterinario, expresso em parte por milhdo (ppm) ou parte
por bilhdo (ppb), que é legaimente permitido, ou reconhecido como aceitavel,
no alimento. O LMR leva em considera¢do a ingestao diaria aceitavel (IDA)
para aquele composto (MITCHELL et al, 1998).
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A IDA é determinada pelo NOEL (dose de néo efeito observavel), que €
uma dose obtida em estudos de experimenta¢do animal na qual néo foram
observados efeitos adversos da substancia avaliada sobre a espécie animal
mais sensivel. Esta dose € expressa em mg/kg de peso corpéreo. A IDA é
obtida dividindo-se o NOEL ou a BMD (Bench Marck Dose) por um fator de
segurang¢a arbitrario, que tende a variar de 100 a 1000, que procura
considerar, entre outros, diferengas de sensibilidade entre as espécies e a
heterogeneidade da populagdo humana. O valor numeérico extrapolado para
o homem, denominado de ingestdo diaria aceitavel (IDA), representa a
quantidade de uma substancia, expressa em mg/kg de peso corpéreo, que
se pode consumir diariamente e por toda vida, sem risco apreciavel a saude,
a luz dos conhecimentos toxicologicos disponiveis na época da avaliagao
(TOLEDO, 1996, MITCHELL et al, 1998).

Na pratica, os valores de |DA sdo usados por agéncias nacionais e
internacionais para estabelecer quantidades aceitaveis de determinada

substancia em diferentes alimentos, de forma que seu consumo nao exceda
a IDA.

Um estudo conduzido pelo FDA Center for Veterinary Medicine (CVM)
estabeleceu que o valor de IDA para residuos totais de tetraciclinas,
incluindo oxitetraciclina, clortetraciclina e tetraciclina, € 25 nug/kg de peso
corporeo. Baseado nestes estudos, um limite de tolerancia de 300 ng/mi foi
estabelecido para a soma de residuos de todas as tetraciclinas
(oxitetraciclina, clortetraciclina e tetraciclina) no leite, sendo que, também, foi
estabelecida em 300 ng/ml, a tolerancia individual para cada uma das trés
tetraciclinas (FDA, 1998).

O Comité Conjunto FAO/OMS para Aditivos Alimentares em Alimentos
(JECFA) estabeceu, na uitima avaliagao realizada em 1996, um LMR para
para cada uma das trés tetraciclinas: oxitetraciclina, tetraciclina e
clortetraciclina de 100ppb no leite (JECFA, 2000).
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No Brasil, a competéncia para estabelecer limites maximos de residuos
em alimentos, seja de medicamentos veterinarios, agrotoxicos,
contaminantes e aditivos, € do Ministério da Saude através da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001).

No caso de medicamentos veterinarios, até o momento, esses limites
nacionais nao foram definidos pelo setor saude, e, portanto, vem-se
utilizando o Plano Nacional de Controle de Residuos Biol6gicos em Produtos
de Origem Animal (PNCRB), Instru¢do Normativa/MAA N° 42, de 20 de
dezembro de 1999, instituido pelo Ministério da Agricultura com a finalidade
de sistematizar os meios de controle da contaminagdo desses produtos por
residuos de compostos de uso na agropecuaria, bem como de poluentes
ambientais (BRASIL, 2001). Este programa estabelece como LMR para

oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina o valor de 100ppb no leite para
cada tetraciclina (BRASIL, 1998).

211. O efeito do cozimento nos residuos de tetraciclinas
presentes no alimento

Produtos de origem animal sdo normalmente cozidos ou processados
de alguma maneira antes de serem consumidos. Portanto, € necessario que
seja avaliado o efeito do beneficiamento do alimento no estabelecimento da
real exposi¢ao humana aos residuos de antibiéticos (MOATS, 1999).

ROSE et al, em 1996 elaboraram curvas de concentragdes de
oxitetraciclina em agua a 100° C, 80° C e 62° C versus tempo e
demonstraram que se mantinham constantes em aproximadamente 2, 15, e
120 minutos, respectivamente e apds esse periodo se degradavam. Para as
curvas de concentragdes de oxitetraciclina em 6leo a 110° C e 180° C o
tempo de estabilidade foi de aproximadamente 8 minutos a 180° C,
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enquanto que a 110° C ap6s 150 minutos, a concentragao de oxitetraciclina
diminui aproximadamente 25%. A oxitetraciclina, portanto, mostrou-se
menos estavel ao aquecimento em meio aquoso do que em meio lipidico,
sugerindo que uma reacgdo de hidrélise tenha sido a responsavel pela
degradagdo observada. Estes resultados mostraram que a oxitetraciclina

nao é estavel nas temperaturas normalmente usadas em cozimento.

Um estudo realizado com diversas concentragdes de clortetraciclina
em leite mostrou uma redugéo na concentragao de 16,6% quando submetido
a temperatura de 62°C por 30 minutos, redugdo de 27,6% a 71°C por 30
minutos e de 100% a 121° por 15 minutos. O mesmo estudo com diversas
concentracdes de oxitetraciclina em leite mostrou que as redugdes foram
23,6% a 62°C por 30 minutos, 35,6% a 71°C por 30 minutos € 100% a 121°
por 15 minutos (MOATS, 1999). Os residuos de antibioticos em leite ndo sao

inativados pelos procedimentos de pasteurizagdo normais (71°C por 15s)
(MOATS, 1998).

Pilet et al (apud MOATS, 1988) estudaram o efeito do aquecimento na
estabilidade de alguns antibiéticos em leite, agua, concentrados de carne e
musculo de frango. A oxitetraciclina apresentou-se bem menos estavel,
sendo completamente inativada a 100°C por 30 minutos. A penicilina nao foi
completamente inativada a 100 °C por 90 minutos. A neomicina apresentou-
se mais estavel, sendo inativada somente 0 a 20% a 100°C por 5 horas.

Os produtos formados da quebra das moléculas de antibidticos durante
os procedimentos de aquecimento ndo sdo bem conhecidos. Mesmo se a
atividade microbiana é alterada, ainda assim, os compostos formados
podem produzir resposta alérgica em pessoas sensiveis. Isto pode ser
observado em relagéo as penicilina, pois muitos individuos apresentam uma
resposta alérgica a compostos derivados da penicilina, mesmo que estes
nao apresentem atividade microbiana (MOATS, 1988).
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2.12. Classificagao do leite

O leite é utilizado como um importante alimento para os humanos,
devido a sua qualidade nutricional — fonte de proteinas, de vitaminas A e
B2, de fésforo e célcio. O leite é definido como uma secregio de pH neutro,
6,5 a 6,7, da glanduia mamaria de mamiferos. Ele & constituidc por uma
emulsdo de gorduras em agua, estabilizada por uma dispersdo coloidal de
proteinas em uma solugdo de sais, vitaminas, peptideos, lactose,
oligossacarideos, caseinas e outras proteinas. O leite contém, tambeém,
enzimas, anticorpos, horménios, pigmentos (carotenos, xantofilas,
riboflavina), células (epiteliais, leucécitos, bactérias e leveduras), CO,, O, e
nitrogénio. No Brasil, o leite préprio para o consumo, & encontrado no
mercado nas seguintes formas: longa vida, pasteurizado e em pé. Ha trés
tipos de leite pasteurizado: A, B e C, que sao classificados de acordo com a
higiene na ordenha, o resfriamento imediato na fazenda, a contagem de

microorganismos prévia ou posterior a pasteurizagdo. (PINAZZA &
ALIMANDRO, 1999).

2.13. Produgao nacional de leite

O rebanho brasileiro produtor de leite situa-se em torno de 20 milhdes
de animais adultos, dos quais mais da metade do leite produzido provém de
pequenas propriedades rurais com baixa produtividade, quase sempre

informal. A produgéo artesanal ainda é predominante no territério brasileiro
(HACKER, 2000).

Assim, a produgao primaria de leite € amplamente dominada por
produtores nada ou pouco especializados, com interesses divididos entre a
venda sazonal de pequenos volumes de leite de baixo custo e qualidade (a
produg¢ao média brasileira & inferior a 50 litros/produtor/dia) e a venda de
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animais mesticos e de corte. Na verdade, a vigéncia de uma legislagdo
completamente ultrapassada em relagao as normas e padrées de qualidade
~ aliada a um sistema pouco eficiente de inspe¢do sanitaria do produto —
favoreceram o desenvolvimento de uma pecuaria sui-generis no pais (JANK
et al, 1999), e um mercado informal bastante expressivo, como pode ser

observados nos dados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Produc¢ao brasileira de leite (em milhdes de litros)

Ano Produgao Produgao Leite Informal e
Total Sob Inspe¢do Auto Consumo(1)
1980 11.162 7.728 3.434
1981 11.324 8.400 2.924
1982 11.461 8.126 3.335
1983 11.463 8.585 2.878
1984 11.933 8.887 3.046
1985 12.846 8.834 4.012
1986 12.492 8.698 3.794
1987 12.997 10.037 2.960
1988 13.522 10.262 3.260
1989 13.095 10.135 2.960
1990 14.484 10.747 3.737
1991 15.079 10.413 4.666
1992 14.784 10.700 4.084
1993 15.591 9.146 6.445
1994 15.784 9.441 6.343
1995 16.474 10.577 5.897
1996 18.515 11.366 7.149
1997 18.666 10.558 8.108
1998 19.327 10.932 8.395
1999 19.133 11.073 8.060
2000 20.090 11.500 8.590

(1) Calculado por diferenga

Fonte: Produgao total, IBGE 1980-97 e CNA/LEITE BRASIL
1998-2000 (estimativa). Produgao sob inspegao, IBGE.
Elaboragao:LEITE BRASIL, 2001

O Brasil tem passado por importantes mudangas em relagdo a
distribuicdo geografica da produgdo primaria de leite. As bacias leiteiras
tradicionais localizam-se nas regides sul e sudeste do pais, particularmente
nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul.

Porém, é fato recente e marcante na pecuaria leiteira do Brasil a crescente
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migragdo da produgdo para a regido dos cerrados do centro-oeste, com

destaque para o crescimento da importancia do estado de Goias e do
cerrado mineiro (JANK et al, 1999).

2.14. Métodos para deteccdo de residuos de antibioticos em leite

Os testes comercialmente disponiveis para aplicaggdo em campo sao,
em sua maioria, qualitativos ou semiquantitativos e sdo classificados como
testes de triagem. Os testes quantitativos exigem maior pericia técnica;

assim sao realizados em laboratérios analiticos como testes de confirmagao
(MITCHELL et al, 1998).

2.14.1. Métodos de triagem

Atualmente existem varios testes disponiveis comercialmente para
detecgdo de residuos de antibidticos em leite, como pode ser observado na
Tabela 4. Estes testes variam em relagdo a classe de antibiético detectavel,
sua sensibilidade e o tempo de detecgéo (SENYK et al, 1990). Na triagem de
residuos de antibiéticos em leite sdo mais comumente utilizados os testes de
inibicdo microbiana e os testes rapidos especificos para substancias ou
grupos de substancias (REYBROECK, 1995a).
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Tabela 4: Testes disponiveis comercialmente para detec¢do de residuos de

antimicrobianos no leite e o principio em que se baseiam.

Principio do teste | Teste Fabricante
Teste do disco
BR-Test Idetek, Inc., Sunnyvale, Calif.
BR-Test “Blue Star”
Inibi¢ao do BR-Test AS
crescimento Charm Farm Test Penicillin Assays, Inc, Malden,
microbiano MA
Charm Inhibition Assay Penicillin Assays, Inc, Malden,
MA
Delvotest-P G.B. Fementation Industries,
Charlote, NC
Delvotest-SP G.B. Fementation Industries,
Charlote, NC
Charm Cowside Test Penicillin Assays, Inc, Malden,
Receptor Charm | Test MA
Charm Il Test

Ligagao a proteina

CITE Probe (B- lactam)

Idetetek, Portland, ME

CITE Probe (Tetraciclina |,
Gentamicina)

|detetek, Portland, ME

Cite Sulfa Trio Idetetek, Portland, ME
EZ-Screen Environmental Diagnostics,
Inc. Burlington, NC
ELISA LacTek (B- lactam, | Idetek, Inc.
Gentamicina, Sulfametazina)
Signal Neomycim Detection | SmithKline  Animal Health
Test, Signal ForeSite | Products, West Chester , PA
Gentamicin, Signal
Gentamicin, Signal ForeSite
Sulfamethazine
Enzima Penzyme SmithKline  Animal Health
Products, West Chester , PA
Aglutinagdo em Spot Test

latex

Fonte: SUNDLOF, 1989, CULLOR, 1992

O principio dos testes de inibicdo microbiana consiste da detecgéo da

inibicdo microbiana, observada visualmente pela mudang¢a da coloragao do

indicador de pH no meio. Os microrganismos mais comumente usados

nestes testes sdo Bacillus stearothermophilus var. calidolactis (Delvotest®F,

BR-teste), Streptococcus salivarius spp. Thermophilus (Valiotest T 101), e
Bacillus subtilis ATTC 6633 (Arla micro teste). Existem, também, varios
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testes rapidos enzimaticos e imunolégicos disponiveis comercialmente
(NOUWS, 1999a, REYBROECK, 1995b).

As desvantagens de maior relevancia associadas aos testes de inibicao
do crescimento bacteriano sdo a baixa especificidade na identificagdo do
antibiético, niveis de detec¢do nd&o compativeis com os indicados na
legislagdo, e o tempo de analise de 2 a 4 horas quando utilizam-se cepas de
B. stearothermophilus e S. thermophilus e de 16 a 24h com formadores de
esporos mesofilicos. Além disso, os testes de inibicdo de crescimento estao
sujeitos aos efeitos de muitas substancias inibitérias naturais encontradas
em alimentos de origem animal, tais como lisozima e lactoferrina. Estes
compostos estdo presentes em altas concentragdes em leite de vaca com
mastite e induzem a obtengao de resultados falso-positivos. A microflora das
amostras de leite também pode alterar o resultado destes testes através da
influéncia no crescimento do microrganismo usado no teste ou devido a sua
atividade metabdlica. Aparentemente, alguns destes efeitos sdo eliminados
pelo uso de discos de papel de filtro nestes testes, aquecimento prévio das
amostras ou uso de membranas de didlise para separar proteinas de grande
peso molecular dos antibidticos de menor peso molecular. As principais
vantagens destes testes sdo seu baixo custo, facil realizagdo na triagem de

um grande numero de amostras, além de razoavel espectro de detecgao
antimicrobiana (SUHREN, 1995).

Deve-se levar em consideracdo que o resultado de um método
microbiano para detec¢éo de residuos de antibidticos em alimento depende
da sensibilidade da cepa microbiana e do fato que os residuos no alimento
estdo parcialmente livres ou ligados a fragdo protéica, e que somente a
fracdo nao ligada pode inibir os microrganismos. Para alguns grupos de
antibiéticos, tais como sulfonamidas e tetraciclinas, a fragdo ligada a
proteina é tao significativa que uma alta taxa de resultados falsos negativos

podem ocorrer em baixas concentragdes e/ou em concentragdes proximas
aos LMRs (AURELI et al, 1999).
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O ensaio com receptor competitivo utiliza receptores de células
bacterianas, que s&o especificos para varias classes de antibiéticos. Os
receptores sdo adicionados as amostra de leite a ser testada, juntamente
com o antimicrobiano marcado radioativamente da classe de antimicrobiano
a ser analisado (por exemplo, C'*-penicilina para betalactamico, H®-
sulfametazina para sulfonamidas). Quando a amostra ndo contém residuos
de antibdticos, todos os sitios dos receptores microbianos serao ocupados
pelo antimicrobiano marcado radioativamente, porém quando a amostra
contém antimicrobiano, alguns receptores serdo ocupados pela
antimicrobiano ndo marcado. O numero de sitios de receptores ocupados
pelo antimicrobiano ndo marcado é diretamente proporcional a concentragao
do antimicrobiano na amostra. Quanto maior for a radioatividade detectada

na amostra, menor a quantidade de antimicrobiano presente (SUNDLOF,
1989).

O Penzyme é um teste que utiliza um processo de ativagéo enzimatica
que causa alteragdo de cor na auséncia de antibidticos betalactamicos. A
carboxipeptidase forma um complexo estavel e inativo com os residuos
destes antibidticos presentes na amostra de leite. Como a enzima é
necessaria para iniciar a reagao colorida, a mudanga de cor nao ocorrera na
presenca de residuos de betalactamicos (SUNDLOF, 1989).

Os ensaios com receptores competitivos, como os testes CHARM | e
CHARM 1l sdo qualitativos e permitem a rapida deteccdo de B-lactamicos,
macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol e sulfonamidas
em leite e tecidos (MITCHELL et al, 1998). Estes testes apresentam maior
sensibilidade que os testes de inibicdo microbiana para os antibiéticos
tetraciclina, eritromicina, estreptomicina, novobiocina, sulfametazina,
cloranfenicol e gentamicina (COLLINS-THOMPSON, 1988).

A principal desvantagem do teste de receptor competitivo € o custo,

pois necessita de condigdes laboratoriais especificas, como um contador de
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cintilagdo. Outra desvantagem observada no Charm Test € que o limite de
deteccdo muito baixo do método resulta em amostras positivas, mesmo
quando a concentracdo de residuos de antimicrobianos nao representa risco
a saude humana (SUNDLOF, 1989, NOUWS et al, 1999b).

Alguns trabalhos mostram que estes métodos de triagem podem
apresentar resultados falso-positivos ou falso-negativos. Em um estudo
realizado com amostras de leite, a incidéncia de resultados falso positivos
usando CHARM II foi de 2,5%, explicada por possiveis erro de técnica, falha

de equipamento ou reagentes e amostras de leite anormal (SENYK et al,
1990).

Na avaliagdo de um teste enzimatico modificado, o teste da tetraciclina
galactosidase (TG), para a detecgédo de tetraciclinas em leite, observou-se
12% de resultados falso-positivos em amostras com contagens de células

somaticas superior a 10%/ml, mesmo apos o pré-aquecimento das amostras
(D’HAESE et al, 1999).

CHARM & CHI, em 1988, ao coordenarem a realizagdo de um estudo
colaborativo em 13 laboratérios, usando um teste com receptor competitivo
para a detecgdo de residuos de grupos de agentes antimicrobianos em leite,
observaram uma incidéncia de resultados falso-negativos  de

aproximadamente 1%; e de resultados falso-positivos de aproximadamente
3%.

CARSSON & BJORCK, em 1992, num estudo comparativo de trés
testes de inibicdo de crescimento microbiano (Arla microtest e o Delvotest P
e Valio T101 test) e com um teste receptor microbiano (CHARM 1)
mostraram que o acido graxo livre, produzido pela lipdlise do leite induz a
resultados positivos em testes microbianos sem agar (Arla microtest, Valio
T101 test e no teste de receptor CHARM II).
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Os testes de triagem baseados nos B. stearothermophilus e S.
thermophilus nao apresentam limite de detec¢do que atende aos critérios de
Limites Maximos de Residuos estabelecidos pela Unido Européia para as
tetraciclinas. Recentemente, foi desenvolvido o teste de difusdo em tubo
para detecgao de tetraciclinas em leite, que apresenta um limite de detecgao
de 40 a 60ng/ml, e assim, atende ao Limite Maximo de Residuo
estabelecido. Para a identificagdo das tetraciclinas em um leite positivo no
teste de triagem, pode ser usado o Charm HVS, um teste receptor multi-
residuo. Porém, podem ocorrer resultados falso-positivos neste teste devido
a presenga de acidos graxos presentes no leite cru. Em um estudo recente,
NOUWS et al, em 1998, concluem que resultados inferiores a 150ng/ml
neste teste ndo devem ser considerados confiaveis. A provavel
consequéncia pratica ao se aceitar resultados abaixo deste valor é o
descarte desnecessario do leite (NOUWS et al, 1998, NOUWS et al, 1999b).

Os ensaios microbiologicos sdo mais comumente usados para a
avaliagao das tetraciclinas em alimentos, porém sdo muito longos, nao
identificam certas tetraciclinas, e tendem a ser imprecisos. Um ensaio
microbiolégico reflete a concentragdo total, ou seja, ndo considera
individualmente as tetraciclinas. Portanto, € necessario que se utilize um
método de andlise cromatografico especifico para as tetraciclinas (OKA et al,
2000, TSAI & KONDO, 1994, OKA et al, 1991, ASHWORTH, 1985).
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2.14.2. Métodos cromatograficos na analise das tetraciclinas

As tetraciclinas sdo quimicamente caracterizadas por uma estrutura de
quatro anéis conjugados parcialmente com um grupo funcional
carboxiamida. Tém propriedades quimicas e fisico-quimicas similares e sdo
compostos anfotéricos, com valores de pH caracteristicos, soliveis em
solventes organicos polares ou moderadamente polares e formam sais e
hidratos cristalinos com acidos e bases. Além disso, também tém habilidade
de formar complexos fortes com cations multivalentes. Seus espectros UV
mostram forte absor¢do em torno de 270 e 360nm em solugdes acidas e
neutras (FEDENIUK & SHAND, 1998, OKA et al, 2000).

A identificagdo e a quantificagdo dos residuos de tetraciclinas podem
ser realizadas por varios métodos através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Na literatura sao descritos métodos que preconizam a cromatografia
em camada delgada para separar as tetraciclinas usando-se como
adsorvente a silica gel e a celulose. Em geral, a cromatografia em camada
delgada é simples e ndo necessita de equipamento especial, entretanto, a
maioria dos trabalhos publicados comenta os inconvenientes em relagao a
essa técnica, como o tempo excessivo para a preparag&o das placas e
técnicas para evitar a ligagdo das tetraciclinas com os residuos de metais
dos adsorventes utilizados. Assim, sugerem a adicdo de EDTA ao
adsorvente previamente ao preparo da placa ou a utilizagdo de um sistema
solvente contendo EDTA. Entretanto essas técnicas s&o pouco eficazes para
a deteccéo das tetraciclinas (OKA et al, 2000).

A cromatografia liquida é a mais comumente utilizada para a
determinagao de tetraciclinas em leite (SCHENCK & CALLERY, 1998). As
tetraciclinas possuem diferentes grupos funcionais na sua molécula, cuja

presencga torna mais complexos os mecanismos envolvidos na sua retengcéo
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nos sistemas cromatograficos. Como consequéncia da elevada polaridade
das tetraciclinas, sdo utilizadas fases méveis com elevado teor aquoso. Em
tais sistemas solventes, desempenham papéis importantes, a formagéo de
pares ibnicos, de complexagdo e a forte interagdo com grupos silanois

residuais. Estes fatores dificultam a quantificagao das tetraciclinas (PENA et
al, 1997).

Na andlise cromatogréfica das tetraciclinas s&o utilizadas as colunas de
fase reversa, cujo material de preenchimento permite a retengao destas,
através de alguns mecanismos, tais como, formagdo de pares idnicos,
efeitos de competigcdo, locais ativos e nao ativos, troca idnica e interagao
com grupos silanois (PENA et al, 1997).

As tetraciclinas formam quelantes com ions metalicos e tendem a
adsorver-se nos grupos silanois na coluna de fase reversa. Assim, tendem a
apresentar picos com caudas e baixa resolu¢do. Estes problemas podem ser
superados pela adi¢do de acido oxalico na fase mével e pelo uso de colunas

de poliestirenodivinilbenzeno (OKA et al, 2000, SCHENCK & CALLERY,
1998).

Uma outra forma de evitar a formagdo destes complexos e sua
adsorgéo nas colunas de fase reversa & fazer uso de fases moveis contendo
outros acidos, como por exemplo, acido fosférico, acido citrico, acido
perclorico, acido tartarico (PENA et al, 1997). Entretanto, as tetraciclinas
ainda mostram picos com caudas nas colunas de fase reversa, mesmo
usando fases modveis contendo estes acidos, sendo que o acido oxalico
mostra-se 0 mais apropriado para evitar esses picos. Assim, a fase movel
contendo acido oxalico aparece em muitos artigos de andlises de

tetraciclinas em alimentos por CLAE a partir do final da década de 80 (OKA
et al, 2000).



Revisdo da Literatura 52

A composi¢do da fase moével, portanto, desempenha um papel muito
importante no comportamento cromatografico das tetraciclinas. PENA et al,
em 1997, ao testar diferentes tipos de colunas cromatograficas de fase
reversa, verificou que ndo eram necessarias colunas de melhor qualidade e
performance se fosse escolhida uma fase mével apropriada. Os melhores
resultados foram obtidos em pH 2 quer com tampao oxalato, citrato ou
fosfato. A adicdo de acido oxalico numa concentra¢do adequada atua como
um agente complexante muito bom, evitando os picos com caudas e
permitindo a determinagéo precisa das tetraciclinas.

A eficiéncia pode ser melhorada pela adi¢do de agentes bloqueadores
da fase movel, como é o caso do etilenodiaminatetracetato dissédico (EDTA)
que atua como par idnico das tetraciclinas no intervalo de pH entre 3 e 5.
Outros pares ibnicos usados incluem: dietanolamina, etanolamina,
hepatnosulfonato de sédio, nitrato e compostos de alquilaménio substituidos
no sentido de suprimir a formac¢ao de complexos entre as tetraciclinas e os
ions metalicos, reduzindo significativamente a cauda dos picos
cromatograficos (PENA et al, 1997).

Alguns trabalhos, como Furusawa, 1999, utilizam colunas de silica de
fase reversa “end-capping”, que € um tipo de coluna submetida a um
tratamento com trimetilclorosilano onde ocorre a redugdo do numero de
grupos silanol livre, enquanto outros usam sistemas baseados na formagéo
de pares idnicos ou no uso de material de troca idnica. Contudo a eficiéncia
€ pouco alterada (PENA et al, 1997).

@) uso de colunas poliméricas preenchidas com
poliestirenodivinilbenzeno, permite uma boa resolugdo. Porém, segundo
White et al, as eficiéncias dessas colunas e as de fase reversa de tamanho

de particulas comparaveis (5um) s&o similares (PENA et al, 1997).
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Como mencionado anteriormente as tetraciclinas apresentam forte
absor¢édo UV, em torno de 270 e 360nm em solugdes acidas e neutras,
portanto 0 método de detecgdo mais convencional para sua determinagdo é
a CLAE acoplada ao detector UV ou detector de arranjo de diodos (DAD)

que permite analise em diferentes comprimentos de onda simultdneamente
(OKA et al, 2000).

Esses compostos produzem forte fluorescéncia com ions metalicos ou
em condigdes basicas. Isto permite uma analise altamente sensivel das
tetraciclinas em CLAE acoplada ao detector de fluorescéncia, apds a
degradacgao das tetraciclinas em condigdes alcalinas e a formagédo de metal
quelato (PENA et al, 1997b, OKA et al, 2000,).

A espectrometria de massa também é utilizada como um método de
detecgéo altamente sensivel. Essa técnica permite confirmar os residuos
das tetraciclinas devido ao limite de quantificagao satisfatorio e seletividade;
portanto um método combinando uma simples e precisa separagao com uma
espectrometria da massa apropriada ofereceria uma vantagem significativa
para a confirmagdo inequivoca de residuos das tetraciclinas. Embora a
cromatografia liquida acoplada ao detector de espectrémetro de massa (CL-
EM) pareca ser a mais adequada para esta proposta, a maioria das
condi¢des de cromatografia liquida previamente descritas _néo podem ser
diretamente aplicadas aos sistemas de CL-EM existentes, porque elas
utilizam fases méveis contendo compostos ndo volateis, tais como o acido
oxalico e acido citrico para melhorar a resolugdo cromatografica. Essas
fases quando usadas em CL-EM causam entupimento da interface e um
acréscimo de depositos na fonte de ions, impedindo que o equipamento seja
operado por tempo prolongado. (OKA et al, 2000).

As tetraciclinas formam um complexo quelante com ions metalicos e
ligam-se as proteinas, assim, devem-se usar &cidos fortes e agentes

desproteinizantes acidicos na extracdo de amostras bioldgicas. Existe uma
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enorme variedade de técnicas a serem usadas na extragao das tetraciclinas.
A maioria utiliza solugdo aquosa contendo agente quelante para diminuir a
tendéncia das tetraciclinas a ligarem-se aos cations da matriz. O EDTA, o
acido oxdlico e o acido citrico sdo os mais comumente utilizados como
agentes quelantes. O tampao de Mcllvaine, usado em muitos procedimentos
de extragdo, contém acido citrico (FEDENIUK & SHAND, 1998).

Na purificag8o observa-se a utilizagdo de uma extragdo em fase solida
(SPE) usando colunas de silica alquil ligadas, Amberlite XAD-2 e extragdo
quelante. A técnica mais comum para essa extragdo utiliza colunas Cys.
Entretanto, estes métodos requerem procedimentos mais elaborados, além
de apresentarem baixa recuperac¢do e reprodutibilidade. No sentido de evitar
estes problemas preconiza-se um pré-tratamento das colunas Cigcom EDTA

ou reagente de silanizagado. (OKA et al, 2000, FEDENIUK & SHAND, 1998,
CROUBELS et al, 1997).

A capacidade quelante das tetraciclinas € usada numa técnica de
purificacdo, que é a cromatografia de afinidade de metal quelato (MCAC),
baseado na formag¢ao de complexos de cations com as tetraciclinas (OKA et
al, 2000, FEDENIUK & SHAND, 1998, COOPER et al, 1998). Este método
necessita uma concentragdo adicional do eluato do MCAC para se ter baixos
limites de detecc@o. Além disso, o eluato do MCAC desenvolve um

precipitado que pode entupir e diminuir significativamente o tempo de vida
util da coluna de CLAE (CROUBELS et al, 1997).

A Tabela 5 apresenta as principais condi¢oes analiticas preconizadas

por diversos autores na determinagao de tetraciclinas em leite por CLAE.
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3. OBJETIVOS E PLANO DE TRABALHO

3.1. Objetivos

Este trabalho teve por objetivos otimizar e validar um método analitico
em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD) para determinacdo de oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina em leite e avaliar a presenga desses antibioticos

em amostra desse alimento.

3.2. Plano de Trabalho

O plano de trabalho delineado para se atingir os objetivos propostos consta
de:

- Revisao bibliografica sobre os varios aspectos relacionados a exposi¢ao a
residuos de antibiéticos através da alimentagao, especialmente dos métodos

analiticos propostos para determinagao de oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina em leite.

- Padronizagdo e validagao de um método por CLAE-DAD, através do
estudo de sua linearidade, limite de detecgdo, limite de quantificagéo,

recuperagao, precisao, efeito da matriz, exatidao e estabilidade

- Avaliagao da oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em
amostras de leite

. ; H L 1 { .I EGi
Ftcuir}ada de Ciéncias Far it
Universidade de Séo P.uo
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Casuistica

As amostras de leite “in natura”, destinadas a determinagdo de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, foram obtidas em um
laticinio em Cambui, cidade localizada no extremo Sul de Minas Gerais, na
regido da Serra da Mantiqueira, paralelo 22°36'40" latitude sul e meridiano
46°03'27" longitude oeste, correspondendo ao numero 05 na Figura 3.

Figura 3: Localizacao da cidade Cambui
Fonte:Citybrasil, 2001

As coletas das amostras de leite foram realizadas trés vezes
consecutivas, com um periodo entre elas de aproximadamente um més. A
primeira coleta ocorreu no dia 12 de agosto de 2001, a segunda, no dia 16

de setembro e a terceira, no dia 13 de outubro deste mesmo ano.

As amostras de leite “in natura” foram coletadas de todos os galdes
que o laticinio recebeu nestes dias. Cada galdao tem capacidade para
aproximadamente 60 litros de leite, portanto equivale a um numero

aproximado de cinco a seis ordenhas.
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O seguinte procedimento de amostragem foi padronizado: de cada
galao recebido pelo laticinio foi coletada uma amostra de aproximadamente
200 ml de leite e mantida refrigerada com gelo durante o transporte, sendo
posteriormente armazenada em freezer a —20°C.

Foram coletadas amostras de leite de 63 galdes no dia 12 de agosto.
No dia 16 de setembro foram coletadas amostras de leite de 78 galbes e na
Gltima coleta, amostras de 90 galdes.

Este laticinio tem aproximadamente 100 fornecedores de leite, sendo
que, cada um fornece aproximadamente 60 litros por dia, o equivalente ao
recebimento de 180.000 litros de leite por més. A produgéo consiste de
queijo Minas padrao (18.000 quilos por més), ricota (7.200 quilos por més),
além de parmesado e mussarela, porém, ndo comercializa leite fluido para
consumo.

4.2. Material

4.2.1 Reagentes

— Metanol Omnisolv, grau de pureza cromatografica — EM Sci_ence®

— Acetonitrila Omnisolv, grau de pureza cromatografica — EM Science®

— Acido oxalico BAKER Analyzed® , pureza 99,9%, solugédo a 0,01M

—Acido tricloroacético MERCK®, pureza 99,5%, solugdo a 80% em
acetonitrila

— Trietilamina para sintese MERCK — Schuchardt

— Padrédo de oxitetraciclina, teor 92,1%, fornecido pela Pfizer

—Padréo de tetraciclina, teor 98,2%, fornecido pela UNIVET S.A. Indastria
Veterinaria

—Padrao de hidrocloreto de clortetraciclina, teor 79% (HPLC), Sigma -
Aldrich
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-~ Padrdo de doxiciclina, teor 91,9%, fornecido por Interchange Comércio
Exterior Ltda

—-A &gua utilizada no preparo das solugbes foi de grau reagente
(resistividade > 16 megaOhm), Miilipore® (Milli Q).

4.2.2. Solugdes — padrao e fase movel

Foram preparadas, separadamente solugdes-padrao estoque de
1mg/ml de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, pela
dissolugdo de 10mg de cada padrdo em 10ml de metanol. Esta solugédo era
preparada mensalmente e conservada a —20°C.

A solugdo-padrao de trabalho da mistura das quatro tetraciclinas na
concentragao de 10.000ng/ml foi preparada tomando-se 100ul de cada

solugdo de tetraciclina de 1mg/ml e completando para um volume final de
10ml.

A fase moével “A’ foi preparada misturando 900ml de acido oxalico
0,01M, 99ml de acetonitrila e 1ml de trietilamina (90:9,9:0,1), filtrada através
de filtro Millipore 0,45um e desgaseificada sob pressao.

A fase moével “B” constituida de 100% de acetonitrila, foi filtrada através

de filtro Millipore 0,45um e desgaseificada sob pressao.
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4.2.3. Equipamentos, acessorios e vidraria

— Cromatdgrafo liquido Hewlett Packard® modelo 1100, equipado com
detector de arranjo de diodos, acoplado ao computador modelo Vectra XM,

série 4-5/150, com ChemStation para integragdo e processamento dos
cromatogramas,

— Coluna Nova-Pak Waters® RP 8, 60A°, 4um (3,9 x 150 mm ).

- Balang¢a analitica Sartorius research — modelo R200 D

— Agitador de tubos Fanem® - modelo 251

— Bomba de ar Fabbe Primar® — modelo 151/VC

— Ultra-som Thornton ®

~ Sistema de purificacéo de agua Milli Q — Plus Millipore®

— Conjunto para filtragdo a vacuo contendo: funil, base e tampa tubulada em
borossilicato e garra de aluminio anodizada — Millipore®

~ Filtro Mi||ipore®, membrana HV em PVDF 0,45um, 47mm de di&dmetro
— Centrifuga clinica Spin IV, INCIBRAS®

— Seringa de vidro 5ml, Becton Dickinson®

— Unidade Filtrante HV Miliex e polietileno com membrana durapore 0,45um,
13mm

— Tubos de centrifuga;

- Pipetas automaticas Labsystems (volumes: 10-40ul; 40-200ul; 200-1000ul
e 1000-5000u) |

— Balbes volumétricos (10ml, 100mi, 500ml)

- Beéqueres

— Frascos (vials) para amostras
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4.3. Método

4.3.1. Padronizagao da técnica de extragao do método analitico

4.3.1.1. Na padronizagao da técnica de extragdo avaliou-se a
recuperacgao das tetraciclinas adicionadas ao pool de leite, na concentragéo
de 100ng/ml, usando extragdo em fase sélida (SPE) com coluna Cis,
segundo método modificado de Oka et al, 1985.

4.3.1.2. Na padronizagao da técnica de extragdo avaliou-se a
recuperagdo das diferentes tetraciclinas adicionadas ao pool de leite, na
concentragao de 100ng/ml, usando extragdo SPE com coluna C8, segundo
método modificado de Abete et al, 1997.

4.31.3. Na padronizagdo da técnica de extragdo avaliou-se a
recuperagao das tetraciclinas adicionadas ao pool de leite, na concentragao
de 100ng/ml, usando extragao liquido-liquido com solvente organico acetato

de etila e tampao fosfato-sulfito 2M pH 6,1, segundo método modificado de
Reewijk & Tjaden, 1986.

4.3.1.4. Na padronizagdo da técnica de extragéé avaliou-se a
recuperagao das tetraciclinas adicionadas ao pool de leite, na concentragao
de 100ng/ml, usando extragao liquido-liquido com solvente organico acetato
de etila e tampéao fosfato-sulfito 2M pH 3,0, segundo método modificado de
Cooper et al, 1998.

4.3.1.5. Na padronizagdo da técnica de extragdo avaliou-se a
recuperagao das tetraciclinas adicionadas ao pool de leite, na concentragao

de 100ng/ml, usando extragao liquido-liquido com solvente organico acetato
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de etila e tampéao fosfato-sulfito 2M pH 4,0, segundo método modificado de
Cooper et al, 1998.

4.3.2. Otimizagdo do método analitico para a determinagdo de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina

Para a otimizagdo do método analitico foi utilizado um pool de leite
pasteurizado tipo A, B, C e leite UHT desnatado, semi-desnatado e integral
de diversas marcas obtidos comercialmente. As amostras de leite foram
homogeneizadas e enriquecidas, no momento do uso, com solugdo padréo
de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em diferentes

concentragdes, para o preparo da curva de calibracdo e estudo dos
parametros de validagao.

Apbs revisdo da literatura, e avaliagdo dos resultados obtidos na
padronizagao da técnica de extracéo, optou-se por extrair os analitos do leite
segundo o método proposto por Furasawa, 1999 e identifica-los segundo
Abete et al, 1997, introduzindo algumas modificagdes que visaram methorar
a analise.

4.3.2.1 Otimizagao das condigdes cromatograficas

Para a separagao da oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e
doxiciclina nas amostras, foram estabelecidas as seguintes condi¢des
cromatograficas:

— Coluna Nova-Pak Waters® RP 8, 60A°, 4pm (3,9 x 150 mm ).
— Temperatura do termostato da coluna: 35° C
— Fluxo da fase mével: 1ml/min

— Comprimento de onda: 363nm
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— Tempo de corrida: 10 minutos

— Gradiente da Fase movel: (Quadro 1)

Quadro 1: Gradiente da fase mével usada na detecgéo das tetraciclinas

TEMPO (min.) |A (%) B (%) FLUXO
0 90 10 1ml/min
1 90 10 1mi/min
3 85 15 0,8ml/min
3,5 85 15 1ml/min
7 85 15 Tmi/min
10 90 10 1mi/min

A: Acido oxalico 0,01M : Acetonitrila: Trietilamina (90:9,9:0,1)
B: Acetonitrila

4.3.3. Determinag¢ao das oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina
e doxiciclina em leite

No caiculo das concentragdes da oxitetraciclina, tetraciclina,

clortetraciclina e doxiciclina foi realizado o seguinte procedimento analitico:

- Em tubo de centrifuga foi colocado 1ml da amostra de leite e

adicionado 0,35ml de solugdo de acido tricloroacético a 80% em
acetonitrila;

- Ultra-som por 10minutos;

- Agitagédo em vortex por 1 minuto;

- Centrifugagao a 2500rpm (1600g) por 10min;

- Filtracdo atraves de filtro com membrana durapore 0,45um, 13mm;

- Injecao automatica de 40ul do filtrado no cromatégrafo liquido de alta

eficiéncia, segundo as condi¢bes especificadas em 4.3.2.1
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As amostras foram quantificadas a partir de uma curva de calibracéo,
obtida segundo item 4.3.4.5.

A Figura 4 mostra a marcha analitica para a extragdo da oxitetraciclina,

tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em leite

Leite 1,0ml

350ul TCA 80%

ultra-som 10min

agitar em vortex 1min

centrifugar a 2500rpm (1600g)/10min
filtrac&o

residuo filtrado
(desprezar)

40ul

HPLC-DAD

Figura 4 — Marcha analitica da determinagdo da oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina em leite
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4.3.4. Validagdo do método analitico para determinagdo de

oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em leite

A validagao do método proposto consiste da avaliagdo dos parametros:
limite de detecgéo, limite de quantificagdo, linearidade, recuperagéo, efeito
da matriz, precisdo inter e intra-dia, exatiddo e estabilidade, descritos a

seguir.

4.3.4.1. Limite de Detecgao

O limite de deteccgéo, definido como a concentragdo minima que se
diferencia do zero com determinada confiabilidade (CHASIN et al, 1998), ou
seja, a minima concentragdo de cada tetraciclina adicionada a amostra que
apresentou um coeficiente de variagdo menor que 20%, foi obtido a partir de
diluicgdes sucessivas da amostra adicionada de 50ppb. As andlises para
cada concentragdo foram realizadas em 10 replicatas, segundo o
procedimento descrito em 4.3.3.

4.3.4.2. Limite de Quantificacao

O limite de quantificaggo do meétodo, definidko como a menor
concentragdo que se pode medir com precisdo adequada (CHASIN et al,
1998), e com coeficiente de variagdo menor ou igual a 10%, foi obtido por
adicdo de cada tetraciclina ao leite, em concentragdes inferiores a 50ppb. As
analises para cada concentragdo foram realizadas em 10 replicatas,
segundo o procedimento descrito em 4.3.3.



Material e Método 71

4.3.4.3. Recuperagao

A recuperacdo das oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e
doxiciclina nas amostras de leite, foi avaliada por comparagdo da
concentragdo obtida, quando a amostra, contendo cada tetraciclina, €
submetida ao processo de extragdo, em relagdo a concentragdo obtida
quando a amostra, sem a presenga de nenhuma das tetraciclina, é
submetida ao processo de extragdo, onde no filtrado final obtido s&o
adicionados os padrdes de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e

doxiciclina. As andlises foram realizadas segundo o procedimento descrito
em 4.3.3.

A porcentagem de recuperagdo dos analitos foi obtida aplicando-se a
equacao (CHASIN et al, 1998):

Concentragdo amostra
Recuperagao= x100
Conc. branco adicionado

4.3.4.4. Estudo da Linearidade

Para definir o intervalo das concentragdes nas quais a intensidade de
resposta do detector é diretamente proporcional as concentragdes de cada
tetraciclina (CHASIN et al, 1998), ou seja, o estudo da faixa de linearidade
do método, foi realizado através da adigdo as amostras de pool de leite,
solugdo-padréo da oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina,
para se obter as seguintes concentragdes: 50; 100; 200; 400; 800; 1600
ng/ml. Estas amostras e amostra branco de leite foram analisadas em
sextuplicata, segundo o procedimento descrito em 4.3.3.
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4.3.4.5. Curva de calibragao

Para o preparo da curva de calibragdo foram adicionadas as amostras
de pool de leite, solugao-padrao da oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina
e doxiciclina, para se obter as seguintes concentragdes: 50, 150, 450,
1500ng/ml. Tais amostras, assim como um branco de leite, foram
submetidas ao procedimento descrito 4.3.3 e analisadas em ftriplicata. A
partir dos resultados dessas analises, a regressao linear foi obtida, usando-
se entdo, a equagao da reta para o calculo de oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina nas amostras. Esse processo foi realizado para

obten¢éo da curva de calibragdo em cada lote de amostras (CHASIN et al,
1998).

4.3.4.6. Precisao do método analitico

A precisdo do método é o parametro que avalia a proximidade entre
varias medidas efetuadas em uma mesma amostra. A medida de precisdo
pode ser expressa através do calculo do desvio padrdo e do coeficiente de
variagéo, obtidos em condigbes determinadas de repetibilidade e/ ou
reprodutibilidade (CHASIN et al,1998). Para avaliar a precisdo, amostras de
leite enriquecidas com trés concentragdes diferentes: 50, 400, 1200ppb de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina foram preparadas e
em seguida analisadas em sextuplicata para cada concentragdo, segundo o
procedimento descrito em 4.3.3, em um dia para o estabelecimento da

precisao intra-dia, e em trés dias consecutivos, para a precisdo interdias.

4.3.4.7. Exatidao

A exatiddo é a diferenga entre o valor real presente na amostra e o
valor obtido na analise (CHASIN et al,1998). Para o estudo da exatidéo,
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amostras de leite enriquecidas com trés concentragdes diferentes: 100, 400,
1200ppb de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina foram
preparadas e em seguida analisadas em sextuplicata para cada
concentragdo, segundo o procedimento descrito em 4.3.3. A exatiddo é

avaliada através da inexatiddo ou tendenciosidade (bias) e pode ser
representada pela equagao:

Inexatidao (%)=  concentr. Obtida — concentr. Esperada x 100

concentragdo esperada

4.3.4.8. Efeito da matriz

Amostras de agua enriquecidas com oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina nas concentragdes : 50; 100; 200; 400; 800;
1600 ng/ml e o branco foram analisadas em sextuplicata, segundo o
procedimento descrito em 4.3.3. Os dados deste estudo foram comparados
com os dados do estudo da linearidade, a fim de avaliar a interferéncia da

matriz biolégica na andlise dentro das condi¢des otimizadas.

4.3.4.9. Estabilidade do analito na amostra

As amostras do pool de leite enriquecidas com duas concentragdes
diferentes: 100 e 400ppb de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e
doxiciclina foram preparadas e armazenadas em aliquotas, até serem
analisadas segundo o procedimento descrito em 4.3.3. Foi avaliada a
estabilidade em freezer (-20°C) no periodo de 62 dias, através da

comparagéo da concentragédo obtida no tempo zero e apés este periodo de
armazenamento (CHASIN et al, 1994)
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4.3.5. Determinagao das oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina em amostras de leite coletadas em um
laticinio.

As amostras de leite foram analisadas segundo o procedimento
descrito em 4.3.3, para a determinagdo de oxitetraciclina, tetraciclina,

clortetraciclina e doxiciclina. A concentragao foi expressa em ng/ml
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5. RESULTADOS

5.1. Padronizacao da técnica de extragdo do método analitico

5.1.1. Os resultados da recuperagéo das tetraciclinas em leite, obtidos

utilizando-se a extragédo em coluna Cg estdo representados na Tabela 6.

Tabela 6: Recuperagdo das tetraciclinas adicionadas ao pool de leite,

na concentragdo de 100ng/mi, usando a extragdo SPE com coluna Cisg,

Recuperagio (%) *| DP (%) | CV (%)
Oxitetraciclina 71.4 23 3,2
Tetraciclina 71,9 5.9 8,3
Clortetraciclina 469 42 9.1
Doxiciclina 57,1 20 3,5

* Média dos valores das analises em triplicata
DP: desvio padréao
CV: coeficiente de variagao

5.1.2. Os resultados da recuperagdo das tetraciclinas em leite, obtidos
utilizando-se a extragdo em coluna Cg,estéo representados na Tabela 7.

Tabela 7: Recuperagéo das diferentes tetraciclinas adicionadas ao

pool de leite, na concentragdo de 100ng/ml, usando a extragdo SPE com
coluna Cs,

Recuperagio (%) *| DP (%) | CV (%)
Oxitetraciclina 75,2 03 0,4
Tetraciclina 589 0,9 1,6
Clortetraciclina 46,6 18 3,9
Doxiciclina 62,6 17 2,7

* Média dos valores das andlises em triplicata
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5.1.3. Os resultados da recuperagéo das tetraciclinas em leite, obtidos
utilizando-se a extrag&o liquido-liquido com solvente organico acetato de
etila e tampao fosfato-sulfito 2M pH 6,1, estdo representados na Tabela 8.

Tabela 8: Recuperagao das tetraciclinas adicionadas ao poo/ de leite,
na concentragdo de 100ng/ml, usando a extrag@o liquido-liquido e tampéo
fosfato-sulfito 2M pH 6,1.

Recuperagéo (%) *| DP (%) | CV (%)
Oxitetraciclina 60.6 47 7,8
Tetraciclina 62,7 48 7,6
Clortetraciclina 36,1 89 24,8
Doxiciclina 37,1 9,2 24,8

* Média dos valores das analises em triplicata

5.1.4. Os resultados da recuperagéo das tetraciclinas em leite, obtidos
utilizando-se a extragdo liquido-liquido com solvente organico acetato de

etila e tampao fosfato-sulfito 2M pH 3,0 estao representados na Tabela 9.

Tabela 9: Recuperagéo das tetraciclinas adicionadas ao poo/ de leite,
na concentragdo de 100ng/ml, usando a extragdo liquido-liquido e tamp&o
fosfato-sulfito 2M pH 3,0.

Recuperagio (%) *| DP (%) | CV (%)
Oxitetraciclina 54,9 17 3,2
Tetraciclina 56,2 0,1 0,2
Clortetraciclina 34.0 19 57
Doxiciclina 52,0 17,0 32,6

* Média dos valores das analises em triplicata
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5.1.5. Os resultados da recuperagao das tetraciclinas em leite, obtidos
utilizando-se a extragao liquido-liquido com solvente organico acetato de

etila e tampao fosfato-sulfito 2M pH 4,0, estio representados na Tabela 10.

Tabela 10: Recuperagao das tetraciclinas adicionadas ao pool de
leite, na concentragdo de 100ng/ml, usando a extragdo liquido-liquido e
tampéao fosfato-sulfito 2M pH 4,0.

Recuperagio (%) *| DP (%) | CV (%)
Oxitetraciclina 81,0 0,4 0,5
Tetraciclina 61,6 11,4 18,4
Clortetraciclina 40,0 9.2 23,1
Doxiciclina 39,8 135 33,8

* ;- 71- ..
Média dos valores das analises em triplicata

5.2. Otimizagado das condigdes cromatograficas

O perfil da separagdo cromatografica da oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina obtido da analise do pool de leite adicionados
encontra-se ilustrado na Figura 5.
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Figura 5: Perfil cromatografico da oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC),

clortetraclina (CTC) e doxiciclina (DC ) em leite.

Cromatogramas: (A): branco e (B): padrao (400ng/ml)
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5.3. Resultados dos parametros da validagdao do método analitico

para determinagdo das oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e

doxiciclina em leite

5.3.1. Limite de detecgao

Os limites de detecgdo do método para as oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina em leite estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Resultados dos limites de detecgdo do método para a

determinagéo das oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em
leite.

Limite de Detecgio® | Coeficiente de variacao
(CV)
oxitetraciclina 37,5ng/ml 10,5%
tetraciclina 37,5ng/ml 18,3%
clortetraciclina 37,5ng/ml 11,3%
doxiciclina 37,5ng/ml 18,0%

* Média dos valores das analises em 10 replicatas

5.3.2. Limite de quantificacao

Os limites de quantificacGdo do método para a determinagdo das
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em leite estao
apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Resultados dos limites de quantificagdo do método para a

determinacao das oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em

leite.
Limite de Quantificagao® | Coeficiente de variagao
(CV)
oxitetraciclina 50ng/ml 3,8%
tetraciclina 50ng/mi 2,9%
clortetraciclina 50ng/ml 3,8%
doxiciclina 50ng/ml 4,2%

* Média dos valores das analises em 10 replicatas

5.3.3. Recuperagao

Os valores do estudo da recuperacdo para a -oxitetraciclina,
tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em leite estdo apresentados,
respectivamente, nas Tabelas 13, 14, 15, 16.

Tabela 13: Recuperagdo da oxitetraciclina adicionada ao onI de leite, nas
concentracdes de 50; 400; 1200ng/ml.

Concentragao de

~ % o o
oxitetraciclina em leite (ng/ml) Recuperagdo™ | DP (%) | CV (%)

50 81,5 6,2 7,6
400 77,8 0,9 1,2
1200 89,6 0,1 0,1

* Média dos valores das analises em sextuplicata
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Tabela 14: Recuperagido da tetraciclina adicionada ao pool de leite, nas

concentragdes de 50; 400; 1200ng /ml.

Concentracgao de tetraciclina

em leite (ng/ml) Recuperacdo® | DP (%) | CV (%)
50 80,9 2.4 30
400 79,4 6,7 8.4
1200 86,6 1.1 13

% R /e .
Média dos valores das anadlises em sextuplicata

Tabela 15: Recuperagao da clortetraciclina adicionada ao pool de leite, nas

concentragdes de 50; 400; 1200ng /ml.

Concentragao de

clortetraciclina em leite (ng/ml) Recuperagdo™ | DP (%) | CV (%)
50 84,4 5,8 6,8
400 87,1 53 6,1
1200 73,6 1,3 1,8

* Média dos valores das analises em sextuplicata

Tabela 16: Recuperagdo da doxiciclina adicionada ao pobl de leite, nas

concentragdes de 50; 400; 1200ng /ml.

Concentragao de doxiciclina

em leite (ng/ml) Recuperagdo® | DP (%) | CV (%)
o0 72,3 3.7 5 1
400 66,6 14 21
1200 77,3 0,9 1.2

* Média dos valores das analises em sextuplicata
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Nas Figuras 6, 7, 8, 9, estdo representadas as curvas de linearidade,

respectivamente, das oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina
em leite, nas concentragées de 50; 100; 200; 400; 800; 1600 ng/ml. Cada

ponto corresponde a média dos valores encontrados na analise em

sextuplicata.
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Figura 6: Curva de linearidade da oxitetraciclina em leite
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Figura 7: Curva de linearidade da tetraciclina em leite
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Figura 8: Curva de linearidade da clortetraciclina em leite
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Figura 9: Curva de linearidade de doxiciclina em leite

5.3.5. Precisao

Os coeficientes de variagdo e desvio padrao obtidos no estudo da
precisdo intra-dia e interdias para as amostras de leite adicionadas de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina nas concentragdes de
100, 400 e 1200ng/m! estdo apresentados nas Tabelas 17, 18, 19 e 20,

respectivamente.
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Tabela 17: Precisdo do meétodo analitico para determinagao de

oxitetraciclina em leite, expressa pelo coeficiente de variacdo e desvio

padrao

Concentragao de

— N . K
Precisao intra-dia

Precisao inter-dias

. *
oxitetraciclina em (3 dias)
leite (ng/ml) CV (%) DP CV (%) DP
100 7,30 0,23 6,57 5,43
400 0,17 0,03 4,14 15,05
1200 0,55 0,27 6,28 7,07

* Média dos valores das analises em sextuplicata

Tabela 18: Precisdo do métcdo analitico para determinagao de

tetraciclina em leite, expressa pelo coeficiente de variagdo e desvio padréo.

Concentracgao de

Precisdo intra-dia®

Precisao inter-dias

tetraciclina em leite (3 dias) *
(ng/ml)
CV (%) DP CV (%) DP
100 2,86 0,12 6,92 7,29
400 0,38 0,07 7,55 3,31
1200 0,63 0,35 9,96 13,38

* Média dos valores das analises em sextuplicata
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Tabela 19: Precisdo do método analitico para determinagdo de

clortetraciclina em leite, expressa pelo coeficiente de variagdo e desvio

padrao.

Concentracgao de

. e . . %
Precisao intra-dia

Precisdo inter-dias

clortetraciclina em (3 dias) *
leite (ng/ml)
CV (%) DP CV (%) DP
100 4,22 0,09 10,59 39,04
400 1,28 0,08 1,92 23,67
1200 0,55 0,12 10,70 16,80

k3 ;g Ly .
Média dos valores das andlises em sextuplicata

Tabela 20: Precisdo do meétodo analitico para determinagéo de

doxiciclina em leite, expressa pelo coeficiente de variagao e desvio padrao.

Concentragao de

. . . K
Precisao intra-dia

Precisao inter-dias

doxiciclina em leite (3 dias) *
(ng/ml)
CV (%) DP CV (%) DP
100 3,34 0,07 8,65 7,75
400 2,15 0,17 5,33 21,33
1200 0,66 0,18 10,24 13,31

* Média dos valores das analises em sextuplicata



Resultados 86

5.3.6. Exatidao

A exatidao do método, sendo representada pela tendenciosidade, ou
seja, a inexatidao (CHASIN et al, 1998), verificou-se através da analise em
sextuplicata das amostras de leite adicionadas de oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina nas concentragcées de 100, 400 e 1200ng/ml e

os valores obtidos estdo apresentados nas Tabelas 21, 22, 23 e 24,
respectivamente

Tabela 21: Inexatiddo do método analitico para determinagéo de
oxitetraciclina em leite.

Concentragao de oxitetraciclina em leite Inexatidio (%)*
(ng/ml)
100 -15,23
400 -6,88
1200 0,51

* Média dos valores das analises em sextuplicata

Tabela 22: Inexatiddo do método analitico para determinacédo de
tetraciclina em leite.

Concentragao de tetraciclina em leite Inexatiddo (%)*
(ng/mil)
100 0,63
400 9,81
1200 6,55

* Média dos valores das analises em sextuplicata
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Tabela 23. Inexatiddo do método analitico para determinacdo de

clortetraciclina em leite.

Concentracao de clortetraciclina em leite Inexatidio (%)*
(ng/ml)
100 15,95
400 -10,32
1200 9,56

* Média dos valores das analises em sextuplicata

Tabela 24. Inexatiddo do método analitico para determinagédo de

doxiciclina em leite.

Concentracao de doxiciclina em leite Inexatidio (%)*
(ng/ml)
100 -15,88
400 -5,86
1200 0,46

* Média dos valores das analises em sextuplicata

5.3.7. Efeito da matriz

As Figuras 10, 11, 12, 13 ilustram as curvas obtidas, respectivamente,
de adicionados de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina em
agua e leite, nas concentracdes de 50; 100; 200; 400; 800; 1600 ng/ml. Cada
ponto corresponde a média dos valores encontrados na analise realizadas
em sextuplicata.
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Figura 10: Resultado da interferéncia das matrizes agua e leite na
analise de oxitetraciclina
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Figura 11. Resultado da interferéncia das matrizes agua e leite, na
analise de tetraciclina
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Figura 12: Resultado da interferéncia das matrizes agua e leite na

analise de clortetraciclina

50 - ol cite
| y = 0,025x - 0,6366 o Leite |
40 - R? = 0,9983 |
5 _®Agua
T 30
$ 20 4
g y = 0,0189x - 0,2386

R? = 0,9996
0 500 1000 1500 2000
Concentragéo de doxiciclina (ng/ml)

Figura 13: Resultado da interferéncia das matrizes agua e leite, na

analise de doxiciclina
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5.3.8. Estabilidade

Os resultados do estudo da estabilidade da oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina, doxiciclina em leite, nas concentragbes de 100 e 400ng/ml,
sao apresentados nas Tabelas 25, 26, 27 e 28, respectivamente, referem-se
62 dias. A
concentragdes obtidas se referem a média da determinagao das tetraciclinas

a estabilidade das amostras mantidas em freezer por

realizadas em sextuplicata.

Tabela 25. Analise da estabilidade da oxitetraciclina em leite, nas

concentragdes de 100 e 400 ng/ml conservadas em freezer (-20°C).

Concentragao | Concentragao | Concentragao Ccv
esperada obtida no tempo | obtida apo6s 62| (% em relagao
(ng/ml) zero (ng/ml) * | dias (ng/ml) * | @o tempo zero)

100 84,77 108,22 17,2

400 372,48 395,42 4,22

* Média dos valores das analises em sextuplicata

Tabela 26: Analise da estabilidade da tetraciclina em leite, nas

concentragdes de 100 e 400 ng/mli conservadas em freezer (-20°C).

Concentragao | Concentracao | Concentragao Ccv
esperada obtida no tempo | obtida apos 62| (% em relagao
(ng/ml) zero (ng/ml) * | dias (ng/ml) * | @0 tempo zero)

100 113,78 119,74 3,61

400 472,12 446,23 3,99

* Média dos valores das analises em sextuplicata
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Tabela 27: Analise da estabilidade da clortetraciclina em leite, nas

concentragdes de 100 e 400 ng/ml conservadas em freezer (-20°C).

Concentragdo | Concentragao Concentragao cv
Esperada Obtida no tempo | Obtida apés 62 | (% em relagao
(ng/ml) zero (ng/ml) * | dias (ng/ml) * | @0 tempo zero
100 144,33 124,16 10,62
400 437,33 438,89 0,25

* Média dos valores das analises em sextuplicata

Tabela 28: Analise da estabilidade da doxiciclina em leite, nas

concentragdes de 100 e 400 ng/ml conservadas em freezer (-20°C).

Concentragdo | Concentragdo | Concentragio cv
esperada obtida no tempo | obtida apés 62| (% em relagao
(ng/ml) zero (ng/ml) * | dias (ng/ml) * | a0 tempo zero)

100 104,31 119,61 9,66

400 418,43 457,81 6,36

* s 3- £ s .
Média dos valores das anadlises em sextuplicata
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5.4. Determinagao de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina

e doxiciclina em amostras de leite coletadas em um laticinio.

As amostras de leite foram analisadas segundo o procedimento
descrito em 4.3.3, para a determinagdo de oxitetraciclina, tetraciclina,

clortetraciclina e doxiciclina. A concentragao foi expressa em ng/ml.

As Tabelas 29 e 30 apresentam os resultados da determinagdo de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em amostras de leite

coletadas no dia 12 de agosto de 2001. Os resultados estdo expressos em
ng/ml.

As Tabelas 31 e 32 apresentam os resultados da determinagdo de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em amostras de leite

coletadas no dia 16 de setembro de 2001. Os resultados estao expressos
em ng/ml.

As Tabelas 33 e 34 apresentam os resultados da determinacao de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em amostras de leite
coletadas no dia 13 de outubro de 2001. Os resultados estao expressos em
ng/mi.

Tabela 29: Resultados de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e
doxiciclina em amostras de leite da primeira coleta realizada no dia 12 de
agosto de 2001.

Numero de amostras

Total 63
Negativas 51
Positivas para oxitetraciclina 12
Positivas para tetraciclina 0
Positivas para clortetraciclina 0
Positivas para doxiciclina 0
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Tabela 30: Concentragdes de oxitetraciclina determinadas nas

amostras de leite positivas da primeira coleta realizada no dia 12 de agosto

de 2001.
Amostra | Concentragaode | Acimado | Acima
oxitetracilina LQ, abaixo |do LQ, e
(ng/ml) doLMR | doLMR
A08 242,86 X
A19 58,47 X
A20 97,32 X
A27 88,08 X
A30 58,20 X
A31 59,72 X
A32 196,35 X
A37 1639,24 X
A38 134,60 X
A42 55,83 X
A77 442,85 X
A81 211,71 X

Tabela 31: Resultados de oxitetraciclina, tetraciclina, Clortetraciclina e

doxiciclina em amostras de leite da segunda coleta realizada no dia 16 de
setembro de 2001.

Namero de amostras

Total

78

Negativas

69

Positivas para oxitetraciclina

Positivas para tetraciclina

Positivas para clortetraciclina

Positivas para doxiciclina

OO | O | ©
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Tabela 32: Concentragbes de oxitetraciclina determinadas nas

amostras de leite positivas da segunda coleta realizada no dia 16 de

setembro de 2001.

Amostra | Concentracdode | Acimado | Acimado | Acima
oxitetracilina LD, abaixo | LQ, abaixo |do LQ, e
(ng/ml) do LQ doLMR | do LMR

B44 42,23 X

B46 150,96 X

B48 109,27 X

B92 234,44 X

B100 117,49 X

B126 79,81 X

B127 64,39 X

B128 83,00 X

B130 149,56 X

Tabela 33: Resultados de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e

doxiciclina em amostras de leite da terceira coleta realizada no dia 13 de

outubro de 2001.

Numero de amostras

Total 90
Negativas 79
Positivas para oxitetraciclina 11
Positivas para tetraciclina 0
Positivas para clortetraciclina 0
Positivas para doxiciclina 0
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Tabela 34: Concentragbes de oxitetraciclina determinadas nas

amostras de leite positivas da terceira coleta coleta realizada no dia 13 de

outubro de 2001.

Amostra | Concentracdao de | Acimado | Acimado | Acima
oxitetracilina LD, abaixo | LQ, abaixo |do LQ, e
(ng/ml) do LQ do LMR | do LMR

Co4 51,02 X

C05 37,76 X

C34 43,73 X

C56 191,83 X

C62 62,54 X

C65 105,44 X

C66 200,22 X

C70 61,99 X

C75 63,03 X

C79 254,26 X

C83 196,02 X
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6. DISCUSSAO

A revisdo bibliografica dos métodos analiticos propostos para
determinacdo das tetraciclinas em leite indicou a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector UV (CLAE-UV) como a técnica mais comumente
utilizada. Portanto, este trabalho primeiramente objetivou a otimizag¢édo de um
método por CLAE acoplada ao detector de arranjo de diodos para
determinacado de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina em

leite e, posteriormente, a validagao deste método otimizado.

Para a escolha da coluna cromatografica, observou-se na literatura que
as colunas cromatograficas normalmente utilizadas na separagdo das
tetraciclinas sao as de silica de fase reversa Cg ou Cqg. Num estudo prévio,
realizado pelos autores do presente trabalho, foram avaliados a eficiéncia
das colunas RP 18 e RP 8 de diferentes comprimentos e didmetro interno,
sendo selecionada a Nova-Pak Waters® RP 8, 60A°, 4 uym (3,9 x 150 mm)

por apresentar boa separacdo entre os picos das tetraciclinas e dos
componentes endégenos do leite.

Na maioria dos meétodos analiticos utilizados na determinagdo de
tetraciclinas por CLAE-UV, o acido oxalico faz parte da fase mével, para
evitar a fraca resolu¢ao dos picos cromatograficos das tetraciclinas, devido a
adsor¢ao destas aos grupos silanois livres presentes na superficie do
material de preenchimento da coluna de silica de fase reversa. Foram
testadas diversas composi¢des e fluxos das fases moéveis, baseadas no
trabalho de ABETE et al, 1997, que analisaram sete diferentes tetraciclinas e
no trabalho de PENA et al, 1999, que analisaram trés diferentes tetraciclinas
simultaneamente, sendo que a fase movel finalmente escolhida permitiu uma
eficiente separagdo das oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e

doxiciclina, bem como dos constituintes do leite.
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Para detec¢do das tetraciclinas, € comumente utilizado o detector UV,
pois estas apresentam forte absorbancia em torno de 270 e 360nm em
solugdes acidas e neutras. Alguns trabalhos preconizam o uso do detector
de fluorescéncia, porém as tetraciclinas somente apresentam forte
\ fluorescéncia quando ligadas aos ions metalicos ou em condi¢des basicas,
exigindo uma etapa de derivagdo pds-coluna com ions metélicos em pH
alcalino, que requer equipamento proprio para esta finalidade. Alguns
trabalhos utilizam detector de espectrometria de massa, porém nestas
condi¢des, as fases méveis normalmente utilizadas na cromatografia liquida
sdo indesejaveis, pois contém compostos ndo volateis, como ja comentado
anteriormente. Devido aos problemas e limitagdes no uso dos detectores de
fluorescéncia e de espectrometria de massa, decidiu-se pela utilizagdo do
detector de arranjo de diodos (DAD), disponivel em nosso laboratério e que
permite a detecgdo em diferentes comprimentos de onda. A escolha do
comprimento de onda baseou-se no trabalho de ABETE et al, (1997),
embora ndo existam diferengas significativas nas absorbancias obtidas entre

os comprimentos de onda 350nm a 370nm, como pudemos observar através
dos resultados obtidos no DAD.

Para a escolha da técnica mais adequada de extragdo das tetraciclinas,
foram realizados estudos de algumas das diversas técnicas propostas na
literatura atual. Inicialmente, avaliou-se a extragdo em fase sdlida (SPE),
utilizando colunas Cg e C1s segundo os trabalhos OKA et al, (1985), OKA et
al, (1994), ABETE et al, (1997), e os resultados de recuperagao obtidos com
coluna C4g (Tabela 6) e com coluna Cg (Tabela 7) ndo foram satisfatérios
para justificar o uso de um material de elevado custo, além da técnica
mostrar-se mais laboriosa e apresentar baixa reprodutibilidade, como

mencionado em alguns trabalhos de OKA et al, 2000, FEDENIUK & SHAND,
1998, CROUBELS et al, 1997.
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A extragdao liquido-liquido com solvente orgéanico foi avaliada,
baseando-se no trabalho de REEWIJK & TJADEN, 1986, que utilizou
tampao fosfato-sulfitoc 2M pH 6,1 e extracdo com acetato de etila. As
recuperagdes obtidas, adicionando-se este mesmo tampao as amostras de
leite, ndo foram satisfatérias (Tabela 8), por isso, foram feitas novas
extragdes, apenas modificando-se o pH deste tampdo na tentativa de
melhorar a recuperagao: pH 3 (Tabela 9), pH 4 (Tabela 10), sendo os
resultados obtidos nao satisfatérios e pH 9, onde nao houve recuperagao
das tetraciclinas. Procurou-se, assim, outras alternativas para melhorar a
recuperagao utilizando-se outros tampdes: tampéao citrato 1M, pH 4 e
tampao fosfato 1M pH 6, e mantendo a extragdo com acetato de etila, mas
os valores de recuperagao obtidos com esses tampdes mostraram-se
inferiores aqueles obtidos com tampao fosfato-sulfito. As baixas
recuperagdes das tetraciclinas obtidas na extragao liquido-liquido podem ser
explicadas por suas estruturas quimicas apresentarem valores de pka igual

a 3,3, 7,5 e 9,4 devido a presenc¢a de grupos hidroxila e dimetilamino.

Alguns trabalhos utilizam agentes desproteinizantes acidicos para
extrair as tetraciclinas de amostras biolégicas. Esta foi a técnica de escolha
devido a obtencgao de valores de recuperagdes satisfatérios, sendo realizada
com algumas modificagées, a partir do método proposto por Furusawa,
1999, que utilizou como agente desproteinizante a solugdo de acido
tricloroacético (TCA) a 20% para extracdo da oxitetraciclina. Esta técnica
apresenta a vantagem de facil e rapida realizagao, pois o principio de
extracdo baseia-se em uma desproteinizacdo da amostra, seguida de

centrifugagdo e a injecdo do sobrenadante filtrado no sistema

cromatografico.

Com as condi¢des cromatograficas e analiticas estabelecidas, ou seja,
a otimizacdo do metodo concluida, foram avaliados os parametros do

processo de validagao, para assegurar a confian¢a dos resultados analiticos,
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visando minimizar eventuais erros. Os dados relativos a linearidade
demonstram que ha correlagdo entre as concentragbes das tetraciclinas na
faixa de 50 a 1600 ng/ml e as respectivas areas. Os coeficientes de
determinagao de 0,9996; 0,9994; 0,9996 e 0,9996 encontrados para
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, respectivamente,
permitem considerar que o método gera resultados proporcionais a
concentragao das substancias em analise, dentro de uma faixa especifica,
sendo possivel relacionar a medida dependente da concentragao (CHASIN
et al, 1998). A faixa de linearidade estudada incluiu o valor de LMR de
tetraciclinas em leite estabelecido pelo Comité Conjunto FAO/OMS para
Aditivos Alimentares em Alimentos (JECFA), pelo Ministério da Agricultura

brasileiro (100ng/ml), além do valor de limite de tolerancia estabelecido pelo
FDA (300ng/ml).

O limite de quantificacdo de 50ng/ml e de detecgéo de 37,5ng/ml , com
CV respectivamente, menor ou igual a 10% e 20%, foram aceitos neste
trabalho, ja que alguns autores colocam a reprodutibilidade da resposta,
precisdo, fornecida pelo CV, como um critério que pode ser utilizado na
determinagdo do LD e LQ (CHASIN et al, 1994, JENKE, 1996).

O limite de quantificacao de 50ng/ml para a oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina, foi inferior ao valor de LMR de tetraciclinas em
leite estabelecidos pelo FDA, pelo Comité Conjunto FAO/OMS para Aditivos
Alimentares em Alimentos (JECFA) e pelo Ministério da Agricultura
brasileiro. Na literatura, existem trabalhos que apresentam valores de limite
de quantificacdo inferiores aos obtidos no presente trabalho, porém as
técnicas de extragdo sdao muitas vezes demoradas ou complicadas, por
utilizarem varias etapas, como a extragdo em fase sélida, ou necessitarem
de uma grande quantidade de solvente organico, como pode ser observado

na Tabela 5, em alguns dos métodos que permitem a determinagao das
tetraciclinas em leite por CLAE.
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Os valores de recuperagao nas concentra¢des de 50, 400 e 1200ng/ml
obtidos a partir de adicionados de padrdes das oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina as amostras de poo/ de leite, forneceram
resultados satisfatorios, ou seja, entre 66,6 e 89,6% para as tetraciclinas,
nas diferentes concentragbes. FURUSAWA, em 1999, obteve uma média de
recuperacdo de 89,6% de oxitetraciclina adicionada ao leite nas

concentragdes de 100, 500 e 1000ng/ml.

Os coeficientes de variagao obtidos no estudo da preciséo intra-dia e
inter-dia, das amostras de leite adicionadas de oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina nas concentragdes de 100, 400 e 1200ng/ml,
foram adequados para todas as tetraciclinas nas diferentes concentragdes,
como pode ser observado nas Tabelas 17, 18, 19 e 20, segundo o critério de

aceitagao para o coeficiente de variagdo, menor que 15% (JENKE, 1996,
FDA, 1998).

Os resultados obtidos no estudo da exatidédo, expressa em fungéo de
porcentagem de inexatidao, das amostras de leite adicionadas de
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina nas concentragbes de
100, 400 e 1200ng/m| podem ser observados nas Tabelas 21, 22, 23 e 24.
Estes resultados mostraram-se de acordo com o critério de aceitagdo que

estabelece uma porcentagem de inexatidao menor ou igual a 15% (JENKE,
1996, FDA, 1998).

Os resultados dos estudos do efeito da matriz (Figura 10, 11, 12, 13)
para avaliar se esta exerce alguma interferéncia na analise, mostrou que ao
se comparar as curvas de linearidade obtidas em agua e em leite, em todos
os graficos a matriz tem uma influéncia negativa em relagdo a curva em
agua, sendo possivel visualizar essa diferenga, pois as curvas nao se
sobrepuseram. Este resultado pode ser explicado pelo fato das tetraciclinas,

se ligarem as proteinas presentes em leite, fato que nao ocorre quando
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estdo em agua. Desta forma para garantir a confiabilidade da analise, optou-
se por preparar sempre os calibradores em leite.

Devido a possibilidade de alteragbes nas concentragdes das
tetraciclinas em leite, durante os ensaios, foi importante avaliar a
estabilidade das amostras por um periodo de tempo prolongado. Assim,
utilizou-se como critério que, a variagdo entre as concentragdes de
tetracilinas na amostra no tempo zero e as concentragbes apds algum tempo
em freezer (-20°C), ndo apresentassem um coeficiente de variagdo maior
que 10% (CHASIN et al, 1998). Os resultados do estudo da estabilidade da
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina em leite, nas
concentragbes de 100 e 400ng/ml, apresentados nas Tabelas 25, 26, 27 e
28, respectivamente, demonstram que as amostras sdo estaveis quando
mantidas em freezer por 62 dias, exceto para a oxitetraciclina e a
clortetraciclina na concentragao de 100ng/ml. No presente trabalho, as

amostras nao ultrapassaram um periodo superior a 15 dias armazenadas em
freezer .

O método validado foi aplicado a amostras de leite obtidas de um
laticinio localizado na cidade de Cambui, no sul de Minas Gerais. Foram
analisadas 231 amostras, sendo que estas foram obtidas em trés coletas

realizadas mensalmente entre agosto e outubro de 2001.

Os resultados obtidos nas andlises das amostras (Tabelas 30, 32 e 34)

foram expressos em fungéo de ng/ml, visto que os paré@metros de validagéo
de metodologia, foram definidos nesta unidade.

Conforme os resultados apresentados nas Tabelas 29, 31 e 33, o
indice de amostras positivas para oxitetraciclina manteve-se superior a 11%
em todas as coletas realizadas. Nao foram constatados resultados positivos,
em nenhuma das coletas, para as outras tetraciclinas.
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As amostras positivas que apresentaram concentragbes de
oxitetraciclina superiores ao limite maximo de residuos de tetraciclinas em
leite permitido pela legislagdo brasileira apresentaram valores de
oxitetraciclina compreendidos entre 105,44 e 1639,44 ng/ml, o que

demonstra uma faixa bastante ampla de concentragdes irregulares.

Os resultados encontrados demonstram que o indice de amostras
positivas para oxitetraciclina é expressivo, ao contrario das outras

tetraciclinas para as quais nao foram encontradas amostras positivas.

De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a
Saude Animal (SINDAN), 2002, a industria veterinaria fechou o ano 2000
com um faturamento de US$ 771.479.436, sendo que, por classe de

produtos, os antibiéticos representam 10% deste valor.

Dentre a classe dos antibidticos, os betalactamicos sdo os mais
utilizados na terapia em gado, seguidos das tetraciclinas, onde neste grupo,
a oxitetraciclina tende a ser a mais utilizada. Essa constatagdo foi feita
informalmente através de entrevistas e conversas com veterinarios e
membros das industrias que produzem ou comercializam medicamentos
veterinarios. A dificuldade em se obter informagéo oficial relativa ao volume
de venda dos diferentes grupos de antibiéticos, no pais, se deve ao fato de
que as industrias veterinarias ndo se dispdéem a fornecé-las, considerando-
as sigilosas. Porém, a porcentagem de resultados positivos para
oxitetraciclina estd de acordo com as informagdes extra-oficiais obtidas

sobre a preponderancia de uso dessa tetraciclina em relagao as outras.

Os resultados obtidos neste estudo, assim como, os avaliados da
literatura, demonstram a necessidade das industrias de laticinios implantar

um sistema de fiscalizagdo da qualidade do leite recebido, em relagdo a
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presenga de residuos de antibidticos, a fim de evitar prejuizos econémicos
decorrentes de possiveis interferéncias no processo de produgdo de
derivados causadas pela presenga destes no leite. Para esta fiscalizagéo, o

laticinio deve optar por um método qualitativo ou quantitativo de acordo com
as suas condicdes e necessidades.

De acordo com os dados observados na Tabela 3, entre 1995 e 2000,
mais que 50% do leite produzido no Brasil é de origem informal, ou seja, néo
€ submetido a nenhum tipo de fiscalizagdo e de controle de qualidade. Os
resultados obtidos neste trabalho mostram a relevancia de se estabelecer
fiscalizagdes constantes do leite de consumo e/ou do leite utilizado como

matéria prima para produgao de derivados.

Os resultados deste estudo, assim como, outros estudos realizados no
Brasil mostram a constante preseng¢a de residuos de antibidticos em leite
(ALBUQUERQUE et al, 1996, BARROS & PERCHES, 1981, GELLI et al,
1984, LOPES et al, 1998).

O método validado no presente trabalho mostrou-se apropriado para a
verificagdo da presenga de residuos dos antibidticos tetraciclinas em
amostras de leite, apresentando facil execugéo, curto tempo de andlise
(aproximadamente 1 hora) e baixo custo.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados experimentais obtidos no presente

trabalho, podemos concluir que:

A extracdo mais adequada, escolhida entre varias técnicas testadas
durante a padronizagdo do método, foi a desproteinizagdo acidica por
ser de rapida realizagdo e mais econdémica quando comparada com as

extragbes em fase sélida e com a extragao liquido-liquido com solvente
organico.

O método analitico validado para determinagdo da oxitetraciclina,
tetraciclina, clortetraciclina e a doxiciclina em leite, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo UV (detector de
arranjo de diodos), apos extragdo com desproteinizacdo acidica,
apresentou linearidade, exatiddo, precisdo, recuperagado, limites de
deteccdo e de quantificagdo adequados a sua aplicagdo na
monitoramento da qualidade do leite relacionada aos residuos de

antibiéticos tetraciclinas;

O método mostrou-se Util para a avaliagao da presencga de residuos dos
antibidticos tetraciclinas, como pode ser constatado através dos
resultados das analises de 231 amostras coletadas em um periodo de
trés meses;

Os resultados obtidos de amostras positivas para oxitetraciclina
sugerem sua maior utilizagdo em gado leiteiro, quando em comparagao

com as demais tetraciclinas. Este resultado apresenta-se condizente
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com o fato da oxitetraciclina ser a mais comercializada no mercado

veterinario brasileiro quando comparada com as outras tetraciclinas;

O resultado significativo de amostras positivas para oxitetraciclina, ou
seja, superior a 11% nas trés coletas realizadas, sendo que deste total,
um valor superior a 45% em todas as coletas apresentou concentragdes
superiores ao LMR das tetraciclinas em leite permitido pela legislagao
brasileira, indica a necessidade real de monitoramento de residuos de
oxitetraciclina em leite de consumo e/ou do leite utilizado como matéria
prima na producao de derivados.
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