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RESUMO GERAL

Os objetivos do presente estudo foram estabelecer e validar métodos
analiticos (utilizando andlise por injecdo em fluxo - FIA, e cromatografia liquida de
alta eficiéncia - CLAE), para a determinagédo de oxitetraciclina (OTC), doxiciclina
(DC) e tetraciclina (TC) em medicamentos veterinarios e em alimentos (leite e
iogurte), assim como avaliar a estabilidade dessas tetraciclinas durante o
processamento térmico do leite e durante o processo de fabricagcdo e
armazenamento do iogurte. As analises por FIA foram desenvolvidas baseadas na
emissao de fluorescéncia das tetraciclinas em meio béasico. As andlises por CLAE
foram realizadas utilizando-se uma fase estacionaria (Cs de fase reversa), fase
mével [acetato de sdédio 0,1 mol L' + EDTA 25 mmol L + cloreto de calcio 35
mmol L] : metanol (65:35, v/v) e detector de fluorescéncia. No processamento
térmico do leite foram utilizados trés procedimentos distintos de aquecimento
(microondas, chapa de aquecimento e fogao). A producao do iogurte foi realizada
com leite adicionado de tetraciclinas, para verificar a degradacdo dos
antimicrobianos durante o processamento e vida-de-prateleira do produto. Os
parametros avaliados para validagdo foram estabelecidos para cada matriz
analisada (leite e iogurte). As andlises por FIA, apresentaram detectabilidade (120
ng); e a recuperacao variou de 98 a 104 % para as trés tetraciclinas. Os resultados
obtidos indicaram que o método FIA proposto é adequado para a determinacao do
principio ativo de medicamentos de uso veterindrio a base de tetraciclinas. Com
relacdo as analises cromatograficas, as porcentagens de recuperacdo das
tetraciclinas, nas amostras de leite e iogurte foram: 108% para OTC, 87% para DC
e 99,8% para TC, com limite de quantificacdo de 27; 46 e 33 ng mL" para OTC,
DC e TC respectivamente . No processamento térmico, a maior percentagem de
degradacao foi constatada na placa de aquecimento (11; 28 e 15 %) para OTC,
DC e TC, respectivamente. Verificou-se que no processamento do iogurte,
contaminagbes com tetraciclinas, acima do limite maximo recomendado (LMR),
ndo foram suficientes para inibir o processo fermentativo, e ao final de 30 dias de
armazenamento (sob refrigeracdo) do iogurte, foram obtidas degradac¢ées de 52%
(OTC) , 61% (DC) e 67% (TC). Visto que na determinagdo das tetraciclinas no
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leite, a presencga da riboflavina era evidenciada nos cromatogramas obtidos, foi
estabelecido e validado um método analitico simples e rapido para a determinagéao
desse composto, utilizando CLAE. O método desenvolvido para analise de
riboflavina, apresentou uma recuperacao satisfatéria (92%) e limites de deteccao
e de quantificagdo (0,22 pg mL" e 0,75 ug mL™", respectivamente), mostrando-se

robusto na presenca de substancias fluorescentes como as tetraciclinas.

SUMMARY

The objectives of the present study were establish and validate analytical
methods (using flow injection analysis - FIA and high performance liquid
chromatography - HPLC) for the determination of oxitetracycline (OTC),
doxycycline (DC) and tetracycline (TC) in veterinarians drugs and foods (milk and
yoghurt). As well as evaluating the stability of these tetracyclines during the
thermal processing of milk and during the process of manufacture and storage of
the yoghurt. The analyses for FIA were developed based on the emission of
fluorescence of the tetracyclines in alkaline solution. The analyses for HPLC were
carried through using a stationary phase (Cs of reverse phase), mobile phase
[acetate 0.1 mol L + EDTA 25 mmol L™ + calcium chloride 35 mmol L']: methanol
(65:35, v/v) and fluorescence detection. In the thermal processing of milk, three
distinct procedures of heating were used (microwaves, plate of heating and
cooking-stove). The production of the yoghurt was carried through with added milk
of tetracyclines, to verify the degradation of antimicrobians during the processing
and shelf-life of the product. The parameters evaluated for validation were
established for each analyzed matrix (milk and yoghurt). The analyses for FIA
showed detectability (120 ng) and the recovery varied of (98 to 104%) for
tetracyclines. The results indicated that the FIA method considered is suitable for
the determination of tetracyclines in veterinarian formulations. In the
chromatographic analyses, the percentage of recovery of the tetracyclines, in the
samples of milk and yoghurt was: 108% for OTC, 87% for DC and 99.8% for TC,
with limit of quantification of 27; 46 and 33 ng mL' for OTC, DC and TC
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respectively. Higher degradation occurs when the heating was conducted in the
heating plate (11; 28 and 15%) for OTC, DC and TC, respectively. It was verified
that in the processing of the yoghurt, contaminations with tetracyclines, above of
the LMR, that it was not enough to inhibit the fermentative process, and to the end
of 30 days of storage (under refrigeration) of the yoghurt, the tetracyclines levels
were reduced in 52%, 61% and 67%, for OTC, DC and TC, respectively. The
method developed for riboflavin analysis, presented a satisfactory recovery (92%)
and limits of detection and quantification (0.22 pug mL' and 0.75 pug mL",
respectively), showing robustness in the presence of fluorescent substances as the
tetracyclines.

INTRODUGAO GERAL

O leite e seus derivados tém uma importante funcdo na alimentacado do
homem, pois sdo alimentos de elevada qualidade nutricional, podendo ser
considerados como uma das principais fontes de calcio e proteinas (COSTA,
1996). E um fluido biolégico completo, cuja composicdo e propriedades fisicas
variam de uma espécie a outra, em fungdo das necessidades dietéticas de quem o
consome. O constituinte que esta presente em maior quantidade no leite € a agua;
contendo segundo as espécies, quantidades variadas de lipidios, proteinas e
carboidratos que sao sintetizados na glandula mamaria. Também encontram-se no
leite baixos teores de minerais e outros componentes lipo- e hidrossoluveis que
sao provenientes diretamente do plasma, proteinas do sangue e intermediarios da
sintese mamaria (OLIVEIRA, et al.1999).

A ocorréncia de residuos de antimicrobianos, resultante principalmente do
tratamento da mastite bovina, € um problema importante para a industria de
laticinios. Para garantir a seguranca tecnolégica e toxicolégica € necessaria a
aplicacao de um sistema integrado de deteccéo para agentes antimicrobianos. No
caso desses residuos, o controle deve ser rigoroso desde a origem do leite,
estabelecendo-se padrbées minimos que garantirdo a seguranca do consumidor,

pois quando se administram doses subclinicas em uma populacdo, as bactérias
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comegam a produzir enzimas e anticorpos que inativam o agente antimicrobiano,
criando resisténcia (CAMPOS,1997).
A utilizacdo de agentes antimicrobianos em medicina veterinaria apresenta
aspectos bastante complexos, considerando-se a ampla variedade de espécies e
os diversos fins aos quais eles sdao aplicados. Com relagdo a variedade de
espécies, a indicagao dos agentes antimicrobianos esta em parte condicionada ao
tipo de infec¢do ou afeccao pertinente a cada uma delas. Quanto aos fins aos
quais eles sao aplicados, além dos objetivos terapéuticos e profilaticos, os
antimicrobianos sdo também empregados em ragées com a finalidade de manter o
animal saudavel e acelerar seu crescimento (GUSTAFSON & BOWEN, 1997).
A monitorizagdo de alimentos contaminados com residuos de agentes
antimicrobianos tem aumentado devido a sua importancia na saude publica, visto
que o uso dessas substancias nao permitidas, ou a falta de diretrizes para sua
aprovagcao em produtos, podera resultar em residuos com potencial de dano a
saude (MOATS & HARIK-KAHN, 1995; OLIVEIRA, 1999).
Assim, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a presenca de
tetraciclinas [oxitetraciclina (OTC), doxiciclina (DC) e tetraciclina (TC)] em leite e
iogurte. Para tanto, foram estabelecidos o0s seguintes objetivos especificos:
1. estabelecimento de método analitico utilizando andlise por injecado em
fluxo (FIA), para a determinagdo de oxitetraciclina (OTC), doxiciclina
(DC) e tetraciclina (TC) em medicamentos veterinarios.

2. estabelecimento de método analitico utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), para a determinagao de residuos de tetraciclinas
(OTC, DC, e TC) no leite e no iogurte;

3. avaliacao da estabilidade das tetraciclinas (OTC, DC, e TC) durante o

processamento térmico do leite.

4. avaliacdo da estabilidade das tetraciclinas durante o processo de

fabricagéo e o armazenamento do iogurte.

Na determinacdo das tetraciclinas no leite, em virtude da presenca da
riboflavina ser evidenciado nos cromatogramas obtidos, foi estabelecido e validado
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um método analitico simples e rapido, utilizando CLAE, para a determinagdo de

riboflavina em leite, na presenga de tetraciclinas.
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CAPITULO | - INCIDENCIA DE RESIDUOS DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS EM LEITE: UMA REVISAO

RESUMO

A importancia da ciéncia e da tecnologia de alimentos na melhoria da
qualidade de vida é ressaltada pela vital necessidade de se ter alimentos
saudaveis, com elevado valor nutricional, disponiveis e acessiveis a populacéo.
Desde o surgimento do ser humano, o leite apresenta-se quase inseparavel da
sua alimentacdo. Os avangos nas técnicas relacionadas as etapas de producéo,
processamento e distribuicdo do leite tém favorecido ainda mais o seu consumo,
particularmente o de origem bovina. Porém, essas etapas induzem a alteragdes
bioquimicas, fisico-quimicas, microbioldgicas, nutricionais, sensoriais e reoldgicas,
que podem comprometer a qualidade do produto final. A utilizacdo de
medicamentos veterinarios, para o tratamento de enfermidades nos rebanhos
bovinos, tornou-se muito importante no ganho de producado podendo, entretanto,
comprometer a qualidade e o desenvolvimento de produtos lacteos. Entretanto, a
presenca de residuos desses medicamentos no leite e derivados tem sido uma
preocupacao constante para a pecuaria e fabricacdo de produtos lacteos.
Problemas relacionados a saude publica também sao fatores preocupantes, uma
vez que a ingestdo de leite com residuos de agentes antimicrobianos, em
particular por pessoas alérgicas, pode levar a reagdes adversas variando de uma
simples erupgao cuténea até um choque anafilatico. Ainda, em vista dos agentes
antimicrobianos presentes nos alimentos serem ingeridos em sub-doses, a
populacdo esta sujeita a desenvolver resisténcia bacteriana. Os niveis de
tolerancia para estes residuos sao estabelecidos por entidades oficiais, quer
sejam internacionais, regionais ou nacionais, estabelecendo valores de seguranca
de uso. Neste trabalho é apresentada uma revisao sobre o assunto, considerando

os aspectos de utilizacdo e indicacdo do uso de agentes antimicrobianos na
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pecuaria, residuos nos alimentos, assim como os efeitos toxicos induzidos por

essas substancias e os limites de residuos recomendados oficialmente.

Palavras-chave: agentes antimicrobianos, tetraciclinas, leite, medicamentos

veterinarios, mastite.

SUMMARY

The importance of science and food technology in the improvement of the
quality of life is due to the vital necessity to have healthy foods, with high nutritional
value, available and accessible to the population. Since the origin of the human
being, milk has been an integral part of human feeding. Advances in the
techniques of milk production, processing and distribution, have favored its
consumption even more, particularly that of bovine milk. However, these stages
induce biochemical, physicochemical, microbiological, nutritional, sensorial, and
rheological alterations, that can compromise the quality of the final product.
Veterinary drugs used in the treatment of cattle diseases, can became very
important in the quality assurance and production of dairy products. Residues of
these drugs in milk have been a constant concern in the manufacture of dairy
products. Problems related to public health are an additional concern, since the
ingestion of milk containing antimicrobial agent residues in the case of sensitive
people, can lead to reactions varying from simple skin eruptions to anaphylactic
shock and even if the antimicrobial agents are ingested in low dosage, the
population is subject to the development of bacterial resistance. The residue
tolerance levels are established by official entities, and integrated into the norms
for foods and drugs, aimed at guaranteeing food safety. A revision on the subject is
here presented, considering aspects of use and indications for the use of
antimicrobial agents in cattle, as well as the incidence of residues and the toxic
effect of the presence of these antimicrobials in milk, and the residue limits

recommended by official agencies.

Key words: antimicrobials, tetracycline, milk, veterinary drugs, mastitis.
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INTRODUCAO

O leite & um fluido biol6gico completo, cuja composicao e propriedades
fisico-quimicas variam de uma espécie a outra. A agua é o maior constituinte do
leite, que também contém lipideos, proteinas e carboidratos que sao sintetizados
na glandula mamaria. Também encontram-se no leite pequenas quantidades de
minerais e outros componentes lipo e hidrossoliveis que sdo secretados
diretamente do plasma sangliineo, como proteinas sanglineas e intermediarios da
sintese mamaria. Do ponto de vista de seguranca alimentar, o leite ocupa lugar de
destaque na alimentacdo humana, pois constitui-se em um alimento essencial
para todas as idades, principalmente recém-nascidos, 0 mesmo se aplicando para
todos os derivados lacteos (OLIVEIRA et al.,1999). No entanto, sua composigao
quimica pode ser alterada por uma série de fatores, tais como, raga, idade e
alimentacao do animal, estagios de lactacdo, variacées climaticas, ou ainda
infeccdes do ubere da vaca (OLIVEIRA e CARUSO,1984).

As infeccbes no Ubere, mesmo que sub-clinicas, induzem a diminuicdo da
concentragcdo de gordura, lactose e caseina, e 0 aumento no conteludo de
proteinas do soro e de cloretos (PELCZAR, et al.,1996). Em funcdo dessas
infeccoes, os agentes antimicrobianos tém sido bastante utilizados nas criagoes
de bovinos e até em muitos casos, de maneira indiscriminada, seja para fins
terapéuticos, principalmente visando a cura de mastite, ou ainda incorporados a
alimentagao animal como suplemento dietético ( MINIUSSI, 1992).

Atualmente, os agentes antimicrobianos sao uma alternativa terapéutica
indispensavel na produgao de animais, e também sao utilizados como aditivos ou
promotores de crescimento, sendo incorporados na racdo dos animais
(GUSTAFSON e BOWEN, 1997). Estes procedimentos podem conduzir a
presenga de residuos desses medicamentos, representando um risco a saude do
consumidor sendo, portanto, um sério problema na area econdémica e de saude
publica (BISHOP e WHITE,1984).

Agentes antimicrobianos tém sido utilizados na pecuéria por varias

décadas, e sao administrados por infusdo no Ubere da vaca para o tratamento de
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mastite, por injecdo parenteral (intra-muscular e subcutanea) e intravenosa para o
tratamento de diversas doencgas, por via oral para o tratamento de enfermidades
ou através da dieta terapéutica no aparelho genital, no caso de infec¢des vaginal,
cervical e uterina. Esses usos podem acarretar na contaminacdo do leite e
derivados, utilizados para consumo humano, com residuos de agentes
antimicrobianos, quando o periodo de caréncia nao é respeitado (BISHOP e
WHITE, 1984).

A presenca de agentes antimicrobianos no leite, em pequenas quantidades,
tem originado problemas na indlstria de laticinios, incluindo: (a) coagulacao
inadequada do leite e maturacdo improépria de queijos, durante a manufatura, (b)
diminuicdo da acidez e producéo de flavor durante a manufatura de manteiga e
produtos similares, (c) diminuicdo do crescimento de fermento latico e (d) validade
de testes de controle de qualidade (MARTH e ELLICKSON, 1959). Estas
complicagbes podem resultar em produtos de qualidade inferior, que devem ser
descartados, ocasionando elevado custo na limpeza dos equipamentos e
subseqlente desperdicio de tempo (KATZ, 1982).

No Brasil, o perfil da cadeia produtiva de leite vem sendo alterada
acentuadamente ao longo dos Ultimos 5 anos. A necessidade de
profissionalizacdo da producdo fez com que programas de controle de mastite,
através da contagem de células somaticas (CSS) e da coleta a granel do leite
fossem bastante empregados. Por outro lado, a industria de laticinios, atende a
um consumidor cada vez mais exigente em relagdo as caracteristicas do produto
adquirido (sejam de qualidade ou de seguranga/inocuidade), introduzindo-se
novas tecnologias de producgéo, controle de qualidade e dando inicio a aplicacao
dos principios de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (FILHO e DIAS,
2001). Segundo dados da EMBRAPA, o consumo per capita brasileiro € da ordem
de 122,6 litros/habitante/ano (EMBRAPA. CNPGL, 2003).

Este trabalho tem como objetivo apresentar dados sobre incidéncia de
residuos de agentes antimicrobianos utilizados no rebanho, e seus possiveis
efeitos quando ndo sao respeitados os periodos de caréncia desses
medicamentos, os quais podem ser encontrados no leite sob a forma de residuos.
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ENFERMIDADE NO GADO (Mastite)

A mamite ou mastite é uma doenca definida como a inflamagéao da glandula
mamaria. Caracteriza-se por causar alteracdes significativas na composicao do
leite e pelo aumento na concentragdo de células somaticas (CCS) (GERMANO e
GERMANO,1995). Estas células estdao presentes normalmente no leite e sao
constituidas, em sua maioria, por leucécitos, sobretudo neutrofilos, e células de
descamacao do epitélio secretor da glandula (BIBALKE, 1994; NICKERSON,
1994).

Também dentre as alteracbes no leite, observa-se um menor teor de
lactose, caseina, gordura, calcio e fésforo e aumento de imunoglobulinas, cloretos
e lipase, porém esta udltima torna o leite com sabor rangoso, em funcdo da
hidrélise dos acidos graxos de cadeia curta, enquanto que a acdo de enzimas
proteoliticas geram um sabor amargo no leite armazenado, e nos seus derivados.
Através dessas alteracdes o leite torna-se inadequado para o consumo € para a
producdo de derivados (COSTA, 1996; MURPHY,1989; RENEAU e
PACKARD,1991).

A mastite caracteriza-se, na fase aguda, por uma diminuicdo na secregao
de leite e 0 aparecimento de grumos de pus e estrias de sangue no mesmo.
Apesar de que a infecgao por bactérias ser mais freqlente, ela se da também por
fungos, virus, algas e outros, que sdo mais resistentes a tratamentos a base de
antibioticos (MONTEIRO e SILVA, 1998).

A mastite tem sido mundialmente considerada a doenga de maior impacto
nos rebanhos leiteiros, devido a elevada prevaléncia e aos prejuizos econémicos
provocados (GERMANO e GERMANO,1995).

Podem ocorrer trés tipos de mastites:

1. mastite subclinica - ndo se observa visualmente, embora exista inflamacao
que pode ser constatada através da analise do leite. Pode trazer sérios
problemas porque s6 é percebida quando se encontra na fase avangada
(mastite crénica ou aguda) cujo tratamento muitas vezes é ineficaz. Este tipo
de mastite € referida como obscura sendo baseada na estimacdo da

quantidade de células somaticas;
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2. mastite clinica - pode ser moderada ou aguda, com a presenca de leucécitos

no leite;

* mastite clinica moderada - envolve anormalidades no leite, como o
surgimento de flocos, grumos e um aspecto aguado. Um Ubere sensivel ou
guente pode desaparecer, portanto pode ser sinal de inchago;

* mastite clinica aguda - Caracteriza-se pelo aparecimento repentino,
apresentando ubere inflamado, muito sensivel e com elevada temperatura. O
leite apresenta-se grosso, com pus e grumos amarelados. Nao sendo tratada
em tempo, a doenga pode evoluir provocando abscessos e ruptura da
glandula;

3. mastite crénica - Caracteriza-se pelo endurecimento da glandula mamaria,
causando atrofia e inatividade, ocorrendo o endurecimento do Ubere;
(MONTEIRO, 1998)

Em muitos paises, observa-se que mais de cinqiienta por cento das vacas
apresentam mastite subclinica. Embora a terapia com agentes antimicrobianos
nao seja suficiente, para alguns tipos de bactérias sdo amplamente utilizados. O
tratamento é recomendado em casos agudos, quando os sintomas de mastite sao
visiveis, porém em casos subclinicos a terapia da vaca "seca" pode ser iniciada no
final do periodo de lactagdo (HONKANEN-BUZALSKI e REYBROECK, 1997).

Devido a incidéncia de mastite bovina, durante a elaboragdo de queijos
semi-duros a diminuicdo no rendimento industrial € particularmente drastica,
podendo alcangar valores de até 4%. Isto significa uma perda final de 400 kg de
queijo para cada 100.000 litros de leite processado, se for considerado o
rendimento médio de 1 kg de queijo para cada 10 litros de leite utilizado.
(BARBANO,1991; POLITTIS, e NGKWAI-HANG,1988). As alteracbes na vida-de-
prateleira (shelf-life) ocorrem no leite fluido e em produtos derivados. Este
fendmeno deve-se, principalmente, a acao de enzimas proteoliticas, as quais, em
grande parte, sdo termoestaveis, permanecendo ativas mesmo apds 0s processos
usuais de pasteurizacao do leite (MURPHY,1989; RENEAU e PACKARD, 1991).

As tetraciclinas constituem um amplo grupo de agentes antimicrobianos de
largo espectro de acdo, dos quais trés sdo obtidos naturalmente por fermentacao

de determinados fungos e os demais por processo semi-sintético. A primeira
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tetraciclina descoberta foi a aureomicina, obtida em 1948, a partir de culturas de
Streptomyces aureofaciens. O antibiotico recebeu, nessa época, o nome de
aureomicina devido a coloragdo do fungo produtor. S&o ativas contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, riquetsias, micoplasmas, clamidias, borrélias,
actomicetos, legionelas e algumas micobactérias. Hoje em dia a oxitetraciclina é
obtida de culturas de bactérias do género Streptomyces, e a tetraciclina obtida por
fermentagcéo ou por processo semi-sintético, a partir da clortetraciclina. Através da
oxitetraciclina, sdo obtidos dois derivados semi-sintéticos, a doxiciclina e a
metaciclina (TAVARES, 1996).

Estes agentes antimicrobianos sao secretados no leite pelo processo de
difusdo simples, principalmente os compostos de pronunciada lipossubilidade.
Portanto, em virtude da diferenca de pH existente entre plasma e leite, eletrélitos
fracos, como as tetraciclinas, podem se concentrar mais no leite do que no plasma
(MIDIO e MARTINS, 2000). A doxiciclina mantém a atividade terapéutica no
organismo humano por tempo prolongado e penetra muito bem nos tecidos,
devido a sua capacidade lipofilica (TAVARES,1996; JONAS et al., 1984).
Tetraciclinas sdo agentes antimicrobianos bacteriostaticos nas concentracoes
terapéuticas usuais e, em concentragdes elevadas, podem exercer um efeito
bactericida. Sao transportadas para o interior da célula por um mecanismo de
transporte ativo dependente de energia (TAVARES, 1996).

Com excecdo da doxiciclina e minociclina, as tetraciclinas tém elevada
afinidade por cétions divalentes e trivalentes, ligando-se e sofrendo quelagdo com
aluminio, calcio, magnésio e ferro, em medicamentos e alimentos (TAVARES,
1996).

Geralmente, as tetraciclinas quando administradas por via intramuscular
sdo bastante irritantes e provocam intensa dor local. Assim, somente algumas
preparacoes de oxitetraciclina para uso veterinario sdo administradas por esta via.
As doses orais terapéuticas nao sao indicadas para ruminantes e cavalos, devido
as possiveis rupturas do rumem e alteragbes da microflora intestinal, embora as
doses sub-terapeuticas sejam bem toleradas. As vias mais apropriadas para
bovinos séo a intravenosa ou a intramamaria (SPINOSA,1999).
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COSTA (1996), relata que as tetraciclinas sdo os agentes antimicrobianos
mais utilizados no tratamento de mastite, pois atingem uma concentragdo
consideravel na glandula maméria, quando administrado pela via parenteral. A
oxitetraciclina é a mais recomendada para mastite originada pela Pasteurella
haemolytica e Aerobacter aerogenes. Esses agentes antimicrobianos na dose de
20 mg kg sdo capazes de manter uma 6tima concentracdo bactericida durante 3
dias, com um periodo minimo de descarte do leite de 4 dias, apds a ultima
aplicagdo. A doxiciclina € mais indicada para mastites mais crénicas, como as
causadas por Nocardia spp. e Clamidia .

Além do uso em medicina humana e veterinaria, as tetraciclinas sao
utilizadas em varios paises para promover o crescimento de animais criados para
consumo o0 humano, sobretudo as aves. Estas drogas modulam o crescimento
bacteriano intestinal, provocando melhor aproveitamento dos alimentos pelos
animais (TAVARES, 1996).

RESIDUOS DE AGENTES ANTIMICROBIANOS EM LEITE

No momento em que os agentes antimicrobianos entraram para o arsenal
de combate a mastite bovina, comegaram a surgir problemas ligados a presenca
desses medicamentos no leite. Foi Hansen, na Dinamarca que, pela primeira vez,
observou que o leite de vacas, tratadas com infusdes intramamarias de agentes
antimicrobianos, assumia comportamento anormal frente aos fermentos lacticos
empregados na fabricagcédo de queijos (LACAZ,1975).

Admitindo-se a veracidade dos estudos sobre mastite no Brasil, que
afirmam que entre 40-50% das vacas leiteiras s&o portadoras de mastite
subclinica e que a forma mais eficaz de controle (seja preventiva ou corretiva) € a
utilizacdo de agentes antimicrobianos, é de se admitir também que a presenca de
seus residuos no leite seja bastante comum, pois envolve fatores humanos,
composicao do antimicrobiano usado e propensdo do animal a producao de leite
(FILHO e DIAS, 2001).

Os contaminantes podem chegar ao leite, tanto decorrentes da alimentacao

do animal como também pela eliminacdo mamaria de certos medicamentos
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(VEISSEYRE, 1988). Seja qual for a via de administracdo do medicamento
(intramamaria, intramuscular, intrauterina, subcutanea ou oral), os residuos de
agentes antimicrobianos podem contaminar o leite, em virtude de serem
absorvidos pela corrente sanguinea (FILHO e DIAS, 2001).

Segundo KATZ e BRADY (1993), o uso de agentes antimicrobianos pode
resultar no aparecimento de residuos em produtos de origem animal, como leite,
carne e ovos. Para evitar a presenca desses residuos no leite, é necessério
determinar o periodo de tempo em que o medicamento estard sendo eliminado
pelo leite (periodo de caréncia), que deve ser indicado na bula, e varia de acordo
com o produto utilizado. Geralmente, produtos para vacas em lactacao
apresentam menor periodo de caréncia do que os produtos para vacas "secas", 0s
quais sao desenvolvidos para permanecerem por algumas semanas no Ubere.

Na Tabela 1 sdo apresentados dados da dosagem utilizada e dos niveis de
residuos presentes no leite ap6s o periodo de caréncia recomendado, quando da
aplicacao intramamaria de agentes antimicrobianos.

DUDRIKOVA, et al. (1996), verificaram que residuos de oxitetraciclina
foram maiores no leite de vacas tratadas pela via intramamaria, comparado com
as vacas que receberam o medicamento pela via intra-muscular. Foi verificado a
presenca de OTC no leite, nos dois primeiros dias apos o tratamento, ndo tendo

sido verificada a presenca de residuos apds quatro dias do término da terapia.

RESISTENCIA BACTERIANA

O uso de agentes antimicrobianos tem se tornado uma pratica comum no
tratamento de infecgdes bacterianas, tanto em seres humanos como em animais.
Certos agentes antimicrobianos usados em animais, para o tratamento de
enfermidades ou como promotores de crescimento, sdo também usados para o
controle de doengas em medicina humana. Com o aumento na prevaléncia e
distribuicdo de infecgbes antibidtico-resistente em hospitais, e na populagdo em
geral, a questao do uso de agentes antimicrobianos tem exigido maior atengéo. O
uso desses medicamentos ocasiona uma selecdo de bactérias resistentes, e a

extensdo do problema emergente depende da duracdo da exposicdo e da
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concentracao do antibiético (WEY, 1996). Bactérias que antes eram destruidas por
acao da penicilina, agora resistem aos mais potentes antibiéticos de ultima
geracado. Além disso, as bactérias restritas ao ambiente hospitalar agora estao
atuando fora de tais ambientes. O problema é considerado muito grave por parte
da comunidade cientifica. Entre as causas desse descontrole, destaca-se o uso
indiscriminado de antibiéticos.

Tabela 1. Residuos de diferentes agentes antimicrobianos em leite bovino,
apés aplicacao intramamaria.

Nome Dosagem Residuo no Tempo de
leite caréncia
B-lactamicos
Amoxicilina 200 mg 4,8ug mL™ 12h
200 mg 0,08 pg mL™" 24 h
Penicilina 2 x 10° Ul 0,007 Ul mL" 84 h
1-2x 106 UI 5 Ul mL" 12h
Penicilina G 1 x10° Ul 36,75 Ul mL™ 12h
Penicilina G 2x10°Ul 47,50 Ul mL" 12h
Tetraciclinas
Oxitetraciclina 1500 mg 0,01 pg mL™ 224 h
500 mg 0,2 Hg m|_'1 24 h
500 mg 4-12 pug mL™ 10 h

Sulfonamidas

Sulfametoxazol T 400 mg 0 48 h
Dapson 2000 mg 0,02 pg mL™ 36 h
Cloranfenicol
Cloranfenicol 1000 mg 0 72-96 h
Cloranfenicol 90 mg kg’ 1 mg mL” 12 dias

Fonte: Monograph on residues and contaminants in milk and milk products, 1992.
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A utilizacdo desses medicamentos cria bactérias resistentes que levam a
necessidade do uso de novos antibidticos (ANVISA, 2003).

Segundo COSTA (1996) e ALBUQUERQUE, et al. (1996), a presenga
desses agentes antimicrobianos no leite pode ocasionar uma série de problemas,
como a selecdo de cepas bacterianas resistentes. A ingestdo de residuos de
agentes antimicrobianos presentes nos alimentos supde risco a saude humana,
seja exercendo pressdo seletiva sobre a flora intestinal, ou favorecendo o
crescimento de microorganismos com resisténcia natural ou adquirida.

O problema crescente de resisténcia microbiana a agentes antimicrobianos
em bactérias patogénicas humanas, tem sido extensivamente discutido por
COHEN (1992) e WEY (1996), e esta resisténcia é principalmente causada pelo
uso inadequado e frequentemente indiscriminado de agentes antimicrobianos.
Como consequéncia, tanto medicamentos considerados classicos no arsenal
terapéutico, como aqueles de introducao recente no comércio, vém se tornando
ineficientes. Neste sentido, este quadro tende a se agravar, principalmente nos
casos de patégenos, que infectam tanto animais como seres humanos.

InUmeras bactérias patogénicas foram isoladas por DEAGUAYO, et al.
(1992), em amostras de leite pasteurizado. Os autores avaliando a ocorréncia de
resisténcia a penicilina, polimixina, cloranfenicol, ampicilina, carbenicilina,
eritromicina, gentamicina, canamicina e tobramicina, verificaram que o
aparecimento de multipla resisténcia nessas bactérias foi de 27% em coliformes
fecais, 4% em Salmonella, e 3% em S. aureus.

VASSIL (1999) avaliou a sensibilidade de 320 linhagens de S. aureus
isoladas de alimentos, inclusive leite, e verificou que 27% das amostras foram
resistentes a indmeros antibiéticos, ocorrendo com maior freqiiéncia para a
penicilina (22,5%) seguida da estreptomicina (14,7%), tetraciclina (7,2%) e
ampicilina (6,9%).

As tetraciclinas tém sido extensamente utilizadas em ragdes de animais
para aumentar a taxa de crescimento. Tal pratica tem sido largamente criticada,
em virtude da disseminagdo cada vez maior de resisténcia as tetraciclinas entre
bactérias e plamidios. Este uso resultou em infec¢des resistentes em fazendeiros

que estiveram em contato direto com os animais, em pessoas que trabalham em
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matadouros e, talvez, na populagdo em geral. Por este motivo, alguns Paises (por
exemplo: Gra-Betanha) proibem o uso das tetraciclinas em ragdes para animais (
KATZUNG, 1998).

EFEITOS TOXICOS INDUZIDOS POR AGENTES ANTIMICROBIANOS

E essencial que o leite e seus derivados que sdo consumidos, sejam
provenientes de animais saudaveis. Os proprios administradores das fazendas
tentam reduzir a necessidade do uso dos agentes antimicrobianos de forma
periddica. Todavia, sdo usados para aliviar sintomas, curar doencas e reduzir o
sofrimento do animal. O uso de agentes antimicrobianos, como medida preventiva,
nao é permitido para vacas leiteiras em lactagcdo (BRASIL, 2002). No entanto, o
uso sistematico de agentes antimicrobianos em doses subterapéuticas na
alimentacdo dos bovinos tem originado resisténcia em muitas bactérias
patogénicas residentes no intestino, o que constitui um risco para a saude dos
animais, devido a transmissdo zoonética de agentes patogénicos. A ingestao de
agentes antimicrobianos por estes animais pode, ainda, reduzir o numero de
bactérias benéficas no tubo digestivo e, portanto, levar a alteragdo da barreira
protetora intestinal (THAL, et al.1995 e McKELLAR, 1998). Nos bezerros, os
agentes antimicrobianos podem ainda provocar mal absorc¢do, devido a sua agao
direta sobre a mucosa intestinal. Assim, esses animais podem apresentar diarréia
e diminuig¢ao do crescimento (SELIM e CULLOR, 1997).

Um dos mais importantes efeitos adversos relacionados aos residuos de
agentes antimicrobianos é a alergia. Muitos medicamentos veterinarios induzem
reacdes tipo alérgicas e a maioria dos dados disponiveis estdo relacionados a
hipersensibilidade a penicilinas, aminoglicosideos e tetraciclinas (KATZ, 1993).

A maioria dos antibiéticos administrados em mulheres durante a lactacao
podem ser detectados no leite materno. As concentracdes de tetraciclina no leite
correspondem a cerca de 70% das concentragbes séricas maternas, estando
associadas a um risco de pigmentacao dos dentes do lactente. Foi verificado que,
nos niveis de usos terapéuticos, as concentragcdes de cloranfenicol no leite

materno nao sao suficientes para provocar a sindrome do bebé cinzento, embora
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haja uma remota possibilidade de provocar mielossupressdo. Assim, recomenda-
se que antimicrobianos sejam evitados durante a lactagao ( KATZUNG, 1998).

Merece especial atencdo a impregnacdo dos dentes de leite, pelas
tetraciclinas, causando com grande freqiéncia manchas amareladas ou
castanhas, assim como a pigmentacao definitiva nos dentes permanentes. Se as
doses forem elevadas, ou administradas por muito tempo, pode se observar
hipoplasia do esmalte com predisposi¢éo as caries (FONSECA, 1984).

Residuos de agentes antimicrobianos, de amplo espectro, tém sido
encontrados com muita freqiéncia em diferentes alimentos de origem animal. O
leite parece ser o Unico alimento no qual tais residuos tém causado reacdes
alérgicas a individuos previamente sensibilizados imunologicamente. Reagbes
toxicas nao foram detectadas em individuos consumidores de outros tipos de
alimentos contaminados com residuos de antibidticos, apesar de que o
desenvolvimento de resisténcia a esses compostos por bactérias patogénicas,
tanto para o0 homem como para o animal, j4 ter sido observada (MIDIO e
MARTINS, 2000).

METODOS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS NO LEITE

O uso indiscriminado dos agentes antimicrobianos e o desrespeito ao
periodo de caréncia indicado apds a ultima aplicacdo do medicamento no animal
para utilizagdo do leite para consumo, ha décadas tém sido relatados em
diferentes pesquisas (KOSIKOWSKI, 1960 e FAGUNDES, 1981).

Dentre os diversos métodos disponiveis no mercado, duas categorias
principais devem ser consideradas:

+ métodos microbioldgicos: sdo testes que utilizam uma cultura bacteriana
sensivel a antibidticos (B. stearothermophilus, S. thermophilus, B. subtillis,
cultura de iogurte), com respostas entre 2:30 h e 8 h, dependendo da cultura
utilizada.

+ métodos rapidos: normalmente especificos, podendo ser enzimaticos, por

método ELISA, por cromatografia, dentre outros.
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Os testes microbioldgicos utilizados (exceto para B. stearothermofilus) sao
normalmente menos sensiveis do que a maioria dos testes rapidos e ndo atendem
as exigéncias das legislacbes sobre alimentos, que se baseiam em limites
maximos de residuos (LMR - Europa) ou niveis de seguranca (Safe Level - EUA)
(FILHO e DIAS, 2001).

A quantificacdo de residuos de agentes antimicrobianos envolve a
determinagdo de concentragdes muito pequenas, na ordem de mg kg™ ou ug kg';
e isto dificulta os procedimentos analiticos, principalmente em amostras
complexas como alimentos, fazendo com que a utlizagdo de técnicas
cromatograficas sejam, na maioria dos vezes, imprescindivel. Por isso, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um grande auxilio, permitindo a
separacao e a deteccao destes compostos. Devido as baixas concentracdes a
serem determinadas, em alguns casos, ha a necessidade de se concentrar os
extratos obtidos para viabilizar a deteccdo cromatografica. Deste modo,
concentram-se também os interferentes analiticos co-extraidos. Isto faz com que
sejam necessarios passos de clarificacdo destes extratos, que geralmente sao
realizados por particdo entre o solvente ou mesmo pela utilizagdo de
cromatografia preparativa (MOATS e HARIKKAHN, 1995).

Em principio, a melhor forma para monitorizar a presenga de agentes
antimicrobianos no leite, seria usar um método de triagem para deteccdo destes
compostos, e numa segunda fase, um método de confirmagédo para identificar e
quantificar os compostos detectados (SENYK, 1990). Atualmente existem varios
testes disponiveis comercialmente para a deteccao de residuos de antibiéticos em
leite. Estes testes variam em relacdo a classe de antibidtico detectavel,
sensibilidade e tempo de deteccao (SENYK, et al. 1990).

Devemos considerar que o resultado de um método microbiano para
deteccéo de residuos de antibiéticos em alimentos, depende da sensibilidade da
cepa microbiana e do fato que os residuos nos alimentos estarem parcialmente
livres ou complexados a fracdo protéica, e que somente a fragdo nado ligada
poderd inibir os microorganismos. Para alguns grupos de agentes antimicrobianos,
tais como sulfonamidas e tetraciclinas, a fracao ligada a proteina é tao significativa

que uma alta taxa de resultados falsos negativos poderdo ocorrer em baixas
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concentragdes, ou em concentragcdes prdéximas ao limite maximo recomendado
(AURELI, et al. 1999).

Podemos fazer uma comparagao, com relagcéo a sensibilidade dos métodos
de deteccao de residuos de drogas veterinarias em leite e verificar quais seriam
mais adequados para realizacdo dos testes requeridos. Na Tabela 2 esta
apresentado uma revisao dos principios dos métodos e limites de deteccao para

antibiéticos em leite
LIMITE MAXIMO DE RESIDUO

A garantia da inocuidade de grande parcela dos alimentos ofertadas ao
consumidor é possibilitada pelo controle de residuos biolégicos, decorrentes do
emprego de drogas veterindrias, agroquimicos e contaminantes ambientais. E
importante destacar que nem todos os medicamentos e compostos quimicos, a
que os animais ficam expostos, deixam residuos perigosos a saude humana e
animal e, mesmo aqueles reconhecidos como potencialmente nocivos, somente
permitem tal condicdo quando ultrapassam o umbral de concentragdo conhecido
como limite de tolerancia, limite de seguranga ou limite maximo de residuo (LMR)
que o alimento pode conter, sem prejuizo a saude dos seres humanos e animais.
Estes limites sdo determinados em centros de comprovada idoneidade cientifica, a
partir de apurados estudos toxicolégicos de curto, médio e longo prazo, realizados
por renomados pesquisadores, em animais de laboratérios e microorganismos.
Apbs a conclusao destes estudos, organizagdes internacionais envolvidas com a
saude publica, avaliam os resultados e, posteriormente, recomendam os LMR's
dos diferentes compostos aprovados, a consideracdao dos Paises membros do
Codex Alimentarius - Programa das Nacbes Unidas sobre Harmonizacado de
Normas Alimentares, gerenciado pela FAO/WHO (Monograph on residues and
contaminants in milk and milk products, 1991).

O termo LMR pode ser definido como a concentracdo maxima de residuo
resultante do uso de um contaminante, expresso em parte por milhdo (ppm) ou

parte por bilhdo (ppb), que € permitido ou reconhecido como aceitavel no alimento.
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O LMR leva em consideragdo a ingestdo diaria aceitavel (IDA) para cada
composto (MITCHELL, et al.1998) (ANVISA, 2003).

Tabela 2. Métodos de andlise e limites de deteccdo de agentes

antimicrobianos em leite.

AGENTES PRINCiPIQ DE LIMITE DE
ANTIMICROBIANOS DETECCAO DETECCAO
(ug mL")
Amoxilina CLAE 0,01
Ampicilina CLAE 0,002
Cloranfenicol CLAE 0,001
CG 0,0001
CCD 0,0001
Lac Tek < 0,005
Clorotetraciclina CLAE 0,015
Lac Tek TC 0,10
Cloxacilina CLAE 0,01
CCD 0,004
Oxitetraciclina CLAE 0,015
Lac Tek TC 0,030
Penicilina CLAE 0,005
Ensaio radioativo 0,00002
Penicilina G CCD 0,004
CLAE 0,005
Sulfadiazina CLAE 0,005
Sulfametoxina CLAE 0,005
ELISA 0,010
Sulfametazina CLAE 0,005
ELISA 0,010
Sulfatiazole CLAE 0,005
Doxiciclina CLAE *
Tetraciclina CLAE 0,005
Lac Tek TC 0,05

* nenhum nivel de tolerancia e seguranca foi estabelecido pelo FDA
Fonte: Monograph on Residues and Contaminants in Milk and Milk
Products, (1991).
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De acordo com avaliagdo realizada pelo FDA Center for Veterinary
Medicine (CVM) foi estabelecido que o valor de IDA para residuos totais de
tetraciclinas, incluindo oxitetraciclina, clortetraciclina e tetraciclina, deve ser 25 ug
kg' de peso corpéreo. Com base nesta avaliacdo, o limite de tolerancia de 100
ppb foi estabelecido para a soma de residuos das trés tetraciclinas (oxitetraciclina,
clortetraciclina e tetraciclina) no leite (FDA, 2000).

A competéncia para estabelecer os limites maximos de residuos para
medicamentos veterinarios, agrotoxicos, contaminantes e aditivos em alimentos,
no Brasil, é do Ministério da Saude e Ministério da Agricultura, através da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003). Para medicamentos veterinarios
esta sendo utilizado o Plano Nacional de Controle de Residuos Biolégicos em
Produtos de Origem Animal (PNCRB, 1999), Instrucdo Normativa / MAA n° 42, de
20/12/1999, instituido pelo Ministério da Agricultura, com o objetivo de sistematizar
os meios de controle de contaminacdo desses produtos por residuos de
compostos de uso na agropecudria (BRASIL, Ministério da Saude. Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2000), juntamente com a Portaria n° 78 de 19
de dezembro de 2002, do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento.
Este programa especifica o0 medicamento, matriz, método de analise, LQ, nUmero
de amostras, laboratorio onde foram realizadas as andlises e LMR estabelecido
para agentes antimicrobianos, em leite, 0 mesmo valor atribuido pela legislacao
internacional. Ainda nao foi estabelecido valor de LMR para a doxiciclina, apesar
de haver medicamentos sendo comercializados para o tratamento de mastite
bovina, contendo este principio ativo (SINDAN, 2002).

CONCLUSOES

O uso indevido de medicamentos veterinarios, especialmente nos paises
onde seu emprego nao é controlado rigorosamente, poderia ser corrigido através
de informacdes suficientes e exatas aos produtores, veiculadas por cooperativas e
centros governamentais de apoio técnico. A difusdo de boas praticas veterinarias

e agricolas levaria a uma reducado dos niveis destas substancias, deixando de ser
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motivo de preocupacao publica. Assim, as questées que envolvem a melhoria da
qualidade do leite ao nivel da produgéo, sdo extremamente complexas e requerem
o esforgco conjunto de todos os setores envolvidos. Em muitos paises os
medicamentos veterinarios sao oficialmente registrados ou aprovados e 0s
periodos de caréncia sao fixados, com relagéo a ordenha. Mantendo-se a garantia
de que este periodo sera respeitado, havera maior seguranca para 0S
consumidores de leite e derivados e diminuicdo de perdas econémicas para o

pecuarista.
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CAPITULO I -
DETERMINAGAO DE TETRACICLINAS EM MEDICAMENTOS VETERINARIOS
UTILIZANDO ANALISE POR INJEGAO EM FLUXO (FIA)

RESUMO

Foi desenvolvido um método de andlise por injecao em fluxo (FIA) com
detector de fluorescéncia para determinagao de oxitetraciclina (OTC), doxiciclina
(DC) e tetraciclina (TC) em medicamentos veterinarios. O sistema FIA foi
otimizado com relacdo ao carregador (NaOH 2,5 10° mol L") e vazdo (0,5 mL
min™"). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo do detector foram 420 e
530 nm, respectivamente. O método foi validado mediante avaliacdo dos
seguintes parametros: faixa linear (0,02 a 0,15 mg mL"), linearidade r(OTC)
0,9975; r(DC) 0,9903; e r(TC) 0,9913; precisao intra- e inter-ensaio (RSD < 1,0%
e < 3,0%, respectivamente), detectabilidade (120 ng), exatiddao (98 a 104%) e
freqliéncia de amostragem (50 injegdes h™'). Na determinacdo de tetraciclinas em
preparactes farmacéuticas, disponiveis no comércio, foi verificada variagao de 90

a 104%, na quantidade nominal de principio ativo presente no medicamento.

Palavras-chave: tetraciclina, inje¢cao em fluxo, medicamentos veterinarios.

SUMMARY

Flow injection analysis (FIA) coupled to fluorescence detection was
employed for the determination of oxytetracycline (OTC), doxycicline (DC) and
tetracycline (TC) in veterinary drugs. The FIA system was optimized with respect to
the carrier solvent (NaOH 2.5 10 mol L) and pump flow (0.5 mL min™"). The
detector excitation and emission wavelengths were set at 420 nm and 530 nm,

respectively. The method was validated by the evaluation of the following
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parameters: linear range (0.02 - 0.15 mg mL™"), linearity: r(OTC) 0.9975; r(DC)
0.9903; and r(TC) 0.9913; intra- and inter-assay accuracy (RSD < 1.0% and <
3.0%, respectively), detectability (120 ng), recovery (98 to 104%) and sampling
frequency (50 injections h™). A variation from 90 to 104% in the active ingredient
was found, as compared to the nominal amount informed on the label of the
veterinary drugs available on the market.

Keywords: tetracyclines, flow injection analysis, veterinary drugs.
INTRODUCAO

Agentes antimicrobianos, em medicina veterinaria, podem ser utilizados
tanto para tratamento de enfermidades de diferentes espécies animais, como
profilatico na prevencdo de doencas ou, ainda, como promotores de crescimento
para melhorar a taxa de crescimento e/ou conversdo alimentar (ANADON &
MARTINEZ-LARRANAGA, 1999, MOATS & HARIK-KAHN, 1995; OLIVEIRA e
col.,1999).

Os agentes antimicrobianos sdo administrados aos animais por diferentes
vias e, teoricamente, independente da via a ser utilizada, ndo se descarta a
existéncia de residuos de agentes antimicrobianos nos diferentes produtos
originarios destes animais destinados ao consumo humano. Ha indicios de que
estes residuos existentes nestes derivados contribuam para induzir resisténcia
bacteriana, ou mesmo acarretem a transferéncia de bactérias resistentes dos
animais para os seres humanos (MITCHELL e col., 1998).

Entre os medicamentos amplamente empregados na medicina veterinaria,
em particular no tratamento de mastite bovina, destacam-se as tetraciclinas. Esses
agentes antimicrobianos sao bacteriostaticos, porém, dependendo da dosagem e
do tempo de permanéncia no animal, podem exercer acao bactericida (COSTA,
1999).

As tetraciclinas possuem em sua estrutura quimica um grande numero de
grupos funcionais (Figura 1) e, em solugdo, formam complexos metalicos na

presenca de metais como Mg(ll), Al(Ill), Fe(ll), Ca(ll) e outros.
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Diversas metodologias analiticas tém sido empregadas para a
determinagao de tetraciclinas, dentre essas a espectrofotometria (ALWARTHAN e
col, 1991), cromatografia a liquido de alta eficiéncia (PENA e col. 1997),
bioensaios (POIGER e SCHLATTER, 1976; KARLICEK e SOLICH, 1994) e a
andlise por injecao em fluxo (FIA) (KARLICEK e SOLICH, 1994).

O sistema FIA foi introduzido por Ruzicka e Hansen em 1975 (RUZICKA e
HANSEN, 1975 e 1978), e consiste na introducdo de um volume discreto e
reprodutivel de uma amostra em fluido carregador ndo segmentado que
continuamente vai sendo transportada até um detector.

Atualmente os sistemas FIA tém sido largamente empregados para a
mecanizacao/automacao de analises quimicas, reduzindo custos, tempo de
analise e manipulacdo de amostras, menor risco de contaminagao e perdas, além
do uso de menores quantidades de solventes organicos no laboratério, sendo este
ultimo de extrema importancia devido a rigidez das leis atuais de protecao
ambiental (FACCHINI e PASQUINI,1998).

H CH; R1 R2

N(CH3),
OH
gl ‘I CONH,
OH O OH OH O

Composto R1 R2
Oxitetraciclina OH OH

Doxiciclina H OH

Tetraciclina OH H

Figura 1. Férmula estrutural das tetraciclinas (NAKAZAWA e col, 1999).
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KARLICEK e SOLICH, 1994, descreveram um método FIA para a
determinacado de doxiciclina, oxitetraciclina, rolitetraciclina e tetraciclina, baseado
na deteccao espectrofotométrica, em 520 nm, dos compostos formados na reagao
das tetraciclinas com 4-aminofenazona e hexacianoferrato.

ALWARTHAN e col., 1991, empregaram o FIA para determinagdo de
oxitetracicilina em formulagdes farmacéuticas, mediante reacdo desta com Fe(lll)
em meio de acido sulfurico e deteccao espectrofotométrica em 435 nm.

A andlise por injegdo em fluxo também tem sido empregada para a
determinagéo de antimicrobianos das classes das cefalosporinas (AL-MOMANI,
2001), beta-lactamicos (ROBARDS e WORSFOLD, 1992; KUBO e SAITOH,
1999), sulfonamidas (MAHEDERO e AARON, (1992), fluoroquinolonas (SULTAN e
SULIMAN, 1993), entre outros, em formulagdes farmacéuticas, apresentando
resultados satisfatérios quando comparados com os métodos oficias de analise
descritos nas farmacopéias.

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de um método
simples de andlise por injecdo em fluxo (FIA), com detector de fluorescéncia para
a determinacao de oxitetraciclina, doxiciclina e tetraciclina em medicamentos de

uso veterinario.
MATERIAL E METODOS

Sistema FIA

O sistema FIA foi constituido por uma bomba de alta pressdo Waters®,
modelo 510, injetor manual Rheodyne, alca de amostragem de 20 pL, detector de
fluorescéncia Shimadzu®, modelo RF-10A (sensibilidade = 2 e ganho = 1), com

especificagdo da cela (12 pL de volume) e integrador Chromjet® (Figura 2). As
condigdes otimizadas para o sistema foram: carregador NaOH 2,5 10 mol L'1,

vazdo 0,5 mL min'1, bobina de reacao 0,062 x 120 cm (didmetro interno vs.
comprimento), e comprimentos de onda de excitacao e emissao de 420 e 530 nm,
respectivamente. O sinal analitico avaliado foi a altura (cm) dos picos registrados

nos fiagramas. Para determinar os comprimentos de onda de excitacao e emissao
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foram registrados espectros de fluorescéncia molecular bidimensional em

fluorimetro Perkin EImer®, modelo LS 55.

Reagentes

O hidréxido de sédio utilizado foi da marca Reagen(], sendo que as
solugdes preparadas, foram previamente filtradas em membrana Millipore® (0,45
pm) e desgaseificadas em banho de ultra-som, anterior a utilizacdo do sistema
FIA.

A agua utilizada no preparo de todas as solucdes foi destilada e purificada
em sistema Milli-Q (Millipore®).

1 2 3 ¢ 4 5 6
— 1
> @—» =
NaOH oooo | —
i

Figura 2. Diagrama esquematico do sistema de analise por injegao em fluxo
para determinacédo de tetracilinas. Legenda: 1-Bomba de alta pressao; 2-

injecao de padrao e amostra; 3- valvula de injecao; 4- percurso analitico; 5-
detector de fluorescéncia; 6- integrador; 7- descarte.

Amostras de medicamentos

Foram analisadas duas formulagdes injetaveis a base de oxitetraciclina (20
g/100 mL de veiculo g.s.p) e tetraciclina (2 g/20 mL de diluente) e uma formulagao
oral, a base de doxiciclina (10 g/100 g de excipiente), obtidas no comércio da
cidade de Campinas/SP.

Os medicamentos a base de tetraciclinas, foram diluidos com agua para
uma concentracdo de 0,05 mg mL™, anterior & andlise pelo sistema FIA.
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Solugbes padrao

Para o preparo de solugbes padrao estoque, nas concentragdes de 1,0 mg
mL", foram utilizados padrdes analiticos de oxitetraciclina diidrato (Laboratério Inc.
Biomedicals Inc®), cloridrato de doxiciclina e cloridrato de tetraciclina (Sigma®)
dissolvidos em HCI 0,01 mol L'. A solugdo estoque foi armazenada sob
refrigeracao, sendo utilizada por um periodo maximo de 30 dias.

As solugdes de trabalho de 0,02 a 0,15 mg mL", de cada tetraciclina, foram
preparadas diariamente pela diluicdo da solucdo estoque com volume apropriado

de agua.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O método FIA desenvolvido foi baseado na emissdo de fluorescéncia das
tetraciclinas em meio basico. Para tanto, foi empregado o sistema apresentado na
Figura 2, onde os médulos (bomba, injetor e detector de fluorescéncia) eram
provenientes de um cromatografo a liquido de alta eficiéncia.

As tetraciclinas exibiram fluorescéncia em solucao alcalina, apresentando
intensidade maxima entre pH 10 e 11. Assim, para determinar os comprimentos
maximos de onda de excitacdo e emissdao foram registrados espectros de
fluorescéncia molecular bidimensional da OTC, DC e TC em NaOH (Figura 3). Os
valores obtidos foram: OTC (Aex= 420 NM € Agm = 530 Nm); DC (Aex = 425 NM € Aem
- 540 nm) e TC (Aex= 420 Nm € Aem = 525 nm). Assim, na realizag¢ao do trabalho no
sistema FIA, foram adotados os seguintes valores: Aex - 420 Nm € Aem - 530nm.
Segundo PENA e col. 1997, a absorgao acima de 300 nm esta associada ao grupo
fendlico-B-dicetona podendo, deste modo, o fluoréforo ser atribuido a este grupo e,
em solugéao alcalina, a espécie fluorescente é a sua forma ionizada.

A otimizagdo do sistema FIA foi feita mediante avaliacdo do efeito da
concentracao de hidroxido de sédio e da vazao do carregador sobre o sinal
analitico. A concentragcdo de cada tetraciclina, utilizada para a otimizagdo do
sistema, foi de 0,10 mg mL™". No intervalo de concentracdo de NaOH de 1,2 10° a
10 10 mol L, verificou-se a ocorréncia de um aumento do sinal em 530 nm em

funcdo do aumento da concentracdo de base, independente da concentragio,
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para concentracdes de NaOH maiores do que 2,5 10° mol L (Figura 4). A vazao
do carregador foi avaliada no intervalo de 0,5 a 2,0 mL min™', sendo que o maior
sinal analitico foi registrado com a menor vazao. Portanto, uma vazao de 0,5 mL
min' foi empregada para os estudos posteriores.

Apoés otimizacdo dos parametros referentes ao sistema FIA, o método foi
validado para a determinagdo dos principios ativos em formulacdes de
medicamentos veterindrios, mediante avaliacdo dos seguintes parametros: faixa
linear, linearidade, sensibilidade, precisdo e exatiddo, em base a recomendacgdes
da ANVISA (ANVISA, 2003) e da International Conference on Harmonization (ICH,
1995). As trés primeiras figuras de mérito foram obtidas a partir de curvas
analiticas externas e estao apresentadas na Tabela 1

Tabela 1. Figuras de mérito para validagcao do método FIA.

Principio ativo  Faixa linear ~ Sensibilidade Linearidade’
(mgmL"  (cm mL mg™)

Oxitetraciclina 0,02 a0,15 37,0 0,9975
Doxiciclina 0,02 a0,15 23,9 0.9903
Tetraciclina 0,02 a0,15 23,7 0,9913

* A linearidade é expressa como o coeficiente de correlacao linear (r).

A sensibilidade € um parametro que descreve como a resposta do detector
varia em funcdo da concentracao do analito e pode ser expressa pelo coeficiente
angular da reta obtida a partir da regressao linear da curva analitica.

A faixa linear é definida como a faixa de concentracao onde a sensibilidade
do método pode ser mantida constante.

A linearidade € determinada pela habilidade do método em fornecer
resultados que sdo diretamente proporcionais as concentragées do analito, dentro
da faixa linear da curva analitica. O coeficiente de correlacao foi utilizado para
avaliar a linearidade da curva analitica, tendo apresentado valores de 0,9975;
0,9903 e 0,9913 para OTC, DC e TC, respectivamente.
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Figura 3: Espectro de fluorescéncia molecular bidimensional de: (A)
oxitetraciclina; (B) doxiciclina e (C) tetraciclina
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Sinal analitico (altura, cm)
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Figura 4. Efeito da concentragdo de NaOH na fluorescéncia das
tetraciclinas.

Um fiagrama caracteristico é apresentado na Figura 5, sendo que a
freqiéncia analitica foi de 50 injegdes no sistema FIA hora™.

A precisdao do método foi avaliada mediante a determinacdo da precisao
intra- e inter-ensaio. A precisao intra-ensaio foi obtida pela avaliagdo da estimativa
do desvio padrao relativo (RSD) de 10 determinacbes consecutivas, sendo obtida
para um nivel de concentragdo de 0,050 mg L' de OTC, DC e TC, um valor de
RSD menor do que 1,0 %.

A precisao inter-ensaio foi avaliada mediante a andlise de solugdes
contendo 0,050 mg mL™' de OTC, DC e TC, em cinco dias diferentes. Todas as
injegcdes no sistema FIA foram realizadas em ftriplicata, sendo que os valores de
RSD para as tetraciclinas em estudo, para trés concentragdes distintas (0,050;
0,070 e 0,12mgL™), variaram de 0,90 a 3,0 %.

A precisdo inter-ensaio foi avaliada mediante a andlise de solugdes
contendo 0,050 mg mL' de OTC, DC e TC, em cinco dias diferentes. Todas as
injecdes no sistema FIA foram realizadas em ftriplicata, sendo que os valores de
RSD para as tetraciclinas em estudo, para trés concentragdes distintas (0,050;
0,070 e 0,12mg L"), variaram de 0,90 a 3,0 %.

A detectabilidade nas condi¢des experimentais descritas foi de 120 ng do
principio ativo. Cabe destacar que o LOQ nao faz parte do protocolo de validacao
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LU U A O

Figura 5. Fiagrama de padrao de tetraciclina (oxitetraciclina), nas concentracées (
mg mL") de: (a) 0,025; (b) 0,050; (c) 0,075; (d) 0,10; (e) 0,125; e (f) 0,15.
Condigdes: NaOH: 0,0025 mol L™; vaz&o: 0,5 mL min™, Aex=420 nm e Aem=530 nm.

de métodos para analise de medicamentos, pois o principio ativo se encontra em
concentragao elevada (USP, 2003).

A exatidao foi avaliada através da analise de medicamentos, disponiveis no
mercado para administracdo em gado de leite, a base de OTC, DC e TC mediante
testes de recuperacdo, empregando, para tanto, a padronizacao externa. Para a
realizacao do teste de recuperacao, os medicamentos foram fortificados com 50 %
da concentragao do principio ativo determinado na amostra. A recuperagao variou
de 98 a 104 %, indicando que o método nao sofre interferéncia da matriz e esta
livre de erros sisteméaticos.

Os valores médios dos teores de OTC, TC e DC determinados nas trés
formulaces de uso veterinario, de valor nominal de 0,050 mg mL™, variaram de
90 a 104 % do valor nominal, tendo sido verificado valores de 0,052 mg mL";
0,050 mg mL™" e 0,045 mg mL " para a OTC, TC e DC, respectivamente.

Como ndo ha, na legislacdo brasileira, recomendacdes a respeito do
controle do principio ativo em medicamentos de uso veterinario a base de OTC,
DC e TC e, considerando as recomendacgdes da “United States Pharmacopoeia”
(USP, 2003), que estabelece, para medicamentos para uso do ser humano, que o
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teor do principio ativo para essas tetraciclinas deve estar entre 90 a 110 % do
valor nominal declarado pelo fabricante do medicamento, podemos afirmar que os
medicamentos analisados estdo dentro das especificagdes. Cabe destacar que
este estudo nao visou o controle de qualidade do medicamento, mas sim o

desenvolvimento e validagdo do método analitico.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que o método proposto é adequado para a
determinacao do principio ativo de medicamentos de uso veterinario a base de
tetraciclinas. Embora o método nao seja seletivo para diferenciar as varias
tetraciclinas, isto ndo compromete sua aplicabilidade, visto que estas ndo sao
veiculadas em associacdo nos medicamentos utilizados para o tratamento de
mastite bovina. O método proposto permite, na auséncia de um sistema FIA
independente, empregar componentes de um cromatégrafo a liquido e apresenta
vantagens por ser simples, dispensar 0 uso de solventes organicos, do baixo custo
de reagentes e elevada frequiéncia de amostragem.
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CAPIiTULO Il - AVALIAGCAO DA ESTABILIDADE DE TETRACICLINAS EM
FUNCAO DO TRATAMENTO TERMICO DO LEITE E PREPARO E
ARMAZENAMENTO DE IOGURTE

RESUMO

Foi validado um método, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para a determinacado de residuos de oxitetraciclina (OTC), doxiciclina
(DC) e tetraciclina (TC) em leite e iogurte. O método foi utilizado para avaliar a
degradacao desses residuos durante o tratamento térmico do leite, assim como
durante o preparo e o armazenamento do iogurte. A extragdo da amostra foi
realizada com &cido tricloroacético (30% v/v) como desproteinizante. Foi utilizada
coluna analitica Cg (fase reversa), fase moével contendo : [ acetato de sddio 0,1
mol L™ + EDTA 25 mmol L + cloreto de célcio 35 mmol L] : metanol (65:35 v/v),
e detector de fluorescéncia. A recuperacao das tetraciclinas no leite e no iogurte
foi de: 92 e 98% (OTC); 87 € 83% (DC) e 89 e 97% (TC), respectivamente, para a
concentragdo de 124 ng mL™. O limite de quantificacdo foi de 27 ng mL™; 46 ng
mL" e 33 ng mL" para OTC, DC e TC, respectivamente. Processos térmicos
distintos foram utilizados para avaliar a estabilidade ao aquecimento das
tetraciclinas presentes no leite, a saber: aquecimento em fogéo, chapa de
aquecimento e forno de microondas, verificando-se uma maior degradacao na
chapa de aquecimento (11%; 28% e 15% para OTC, DC e TC, respectivamente).
Em relacao a estabilidade das tetraciclinas durante o preparo e vida-de-prateleira
do iogurte, verificou-se que concentragdes de até 500 ng mL" (OTC), 1120 ng
mL" (DC) e 600 ng mL™" (TC) nao inibiram a producéo do iogurte e que, apés 30
dias sob refrigeracdo (4°C), ainda remanesceram niveis residuais desses
contaminantes nas amostras. Entretanto, em relagdo aos niveis presentes
originalmente no iogurte, os niveis das tetraciclinas diminuiram em 52%; 61% e
67%, para OTC, DC e TC, respectivamente. Os dados obtidos indicam que, em se
realizando a avaliagdo de risco das tetraciclinas a saude humana, a presenca

desses contaminantes no leite e iogurte devera ser levada em consideragao como
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fonte de exposicdo. Ainda, no intuito de proteger a saude dos consumidores, as
autoridades competentes deveriam realizar 0 monitoramento das boas praticas de
uso desses agentes antimicrobianos no tratamento do gado produtor de leite para
consumo humano, assim como de acdes de vigilancia sanitaria visando o controle

dos residuos dessas substancias, tanto no leite como no iogurte comercializado.
Palavras-chave: Tetraciclinas, agentes antimicrobianos, CLAE, leite, iogurte.

SUMMARY

A high performance liquid chromatography (HPLC) method for the
determination of residue levels of oxytetracycline (OTC), doxycycline (DC) and
tetracycline (TC) in milk and yogurt was validated. The method was used to
evaluate the degradation of these contaminants during the thermal treatment of
milk, as well as during yogurt preparation and storage. Sample extraction was
carried out using 30% v/v trichloroacetic acid to precipitate the proteins. A Cg
(reverse phase) analytical column was used, mobile phase: [sodium acetate 0.1
mol L' + EDTA 25 mmol L™ + calcium chloride 35 mmol L] : methanol (65:35,
v/v), with fluorescence detection. Tetracycline recovery in milk and yogurt was 92 -
98% (OTC); 87 - 83% (DC) and 89 - 97% (TC), respectively. The quantification
limit was 27 ng mL'™"; 46 ng mL" and 33 ng mL™ for OTC, DC and TC, respectively.
Different thermal treatments were used to evaluate the heat stability of the
tetracyclines in milk: cooking stove treatment, hot plate and microwave oven.
Higher degradation occurred using the hot plate, 10.9% (OTC); 27.7% (DC) and
15.0% (TC). With respect to the stability of the tetracyclines during the preparation
and shelf life of yogurt, it was verified that 500 ng mL™" (OTC), 1120 ng mL™" (DC)
and 600 ng mL" (TC) did not inhibit yogurt production, and that after 30 days under
refrigeration (4°C), residual levels of the contaminants still remained in the
samples. Nonetheless, in relation to the original contamination in the yogurt, the
tetracycline levels had diminished by 52%, 61% and 67%, for OTC, DC and TC,
respectively. The data indicated that when conducting a risk assessment of
tetracyclines in human health, the presence of these contaminants in milk and
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yogurt should be considered as a potential source. In addition, in order to protect
consumer health, the governmental agencies should monitor the application of
good practices in the use of these antimicrobials in the treatment of cows that
produce milk for human consumption, as well as conducting health surveillance
actions in order to control the residue levels of these substances in commercialized
milk and yogurt.

Key words: tetracyclines, antimicrobials, HPLC, milk, yogurt.

1. INTRODUCAO

As tetraciclinas representam uma das mais importantes familias de
substancias com acao farmacoldgica e, considerando seu largo espectro de agéo,
sdo utilizadas como tratamento de primeira escolha nas infec¢des bacterianas
causadas por chlamydia, rickesttsia, mycoplasma, brucella e spirochaeteae.
(COUTO et al., 2000).

A utilizacdo de tetraciclinas é autorizada em varias espécies de animais
produtores de alimentos, incluindo bovinos, suinos, caprinos, aves e pescados
(COOPER et al., 1998; SCHENCK e CALLERY, 1998; HAYS, 1986). Os residuos
desses medicamentos nos alimentos podem afetar a saiude dos consumidores
dependendo do tipo de composto presente, do alimento consumido e da
quantidade de residuo (ABETE et al, 1997). A utilizacdo de agentes
antimicrobianos ndo autorizados, ou a falta de informag¢des com relacdo a sua
administragao, pode resultar na presenga de niveis elevados de residuos nos
produtos alimentares (PENA et al. 1997).

O uso de agentes antimicrobianos implica na necessidade de métodos
seletivos e sensiveis para monitorar os niveis de residuos em alimentos, em
concordancia com os limites de tolerdncia exigidos por requerimentos
governamentais (FLETOURIS et al., 1990). De acordo com FURUSAWA (1999), o
método analitico para monitorar a presenca de residuos de tetraciclinas em

alimentos devera ser exato, simples, econémico, em tempo e custo, e capaz de
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detectar valores abaixo dos LMRs. Assim, IWAKI et al. (1992), desenvolveram um
método sensivel para a determinacdo de tetraciclinas, utilizando cromatografia
liguida de alta eficiéncia de fase reversa, com detetor de fluorescéncia. Foi
recomendado o uso de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e de cloreto de
célcio na fase mével para aumentar a fluorescéncia das tetraciclinas. O fenémeno
da formagdo de complexos entre as tetraciclinas e varios cations tem sido
bastante estudado sendo alguns desses complexos fortemente fluorescentes
quando comparados com as tetraciclinas livres (CROUBELS et al., 1995). Nesse
sentido a medida de fluorescéncia € uma importante ferramenta de deteccao de
residuos de farmacos, principalmente quando existe a necessidade de reduzir ou
mesmo eliminar os interferentes presentes em matrizes alimentares, uma vez que
existem poucos compostos naturais que possuem fluorescéncia nativa (PENA et
al., 1997).

Por outro lado, tem sido relatado que, em geral, devido a elevada
estabilidade térmica de grande parte dos agentes antimicrobianos, as
temperaturas utilizadas na pasteurizagdo / esterilizacdo do leite, tém pouca ou
mesmo nenhuma influéncia sobre a degradacdo dos residuos desses
contaminantes (FILHO e DIAS, 2001). Assim, um dos primeiros estudos para
avaliar a estabilidade de tetraciclinas foi publicado por SHAHANI (1958), que
determinou a inativacdo desses agentes antimicrobianos pelo aquecimento
quando presentes em leite e agua. Em leite submetido a 71°C, foi necessario um
tempo elevado de aquecimento, para a inativagdo total (clortetraciclina, 280
minutos e oxitetraciclina, 140 minutos), sendo que os agentes antimicrobianos
estudados foram mais estaveis em leite do que em agua. Mais recentemente,
ROSE, et al. (1996), relataram que a oxitetraciclina (OTC) é menos estavel em
agua do que em 6leo, tendo verificado que a OTC foi instavel em agua a 100°C/2
minutos, porém estavel em 6leo a 180°C/8 minutos. Ainda, MOATS (1999),
avaliando leite contaminado com oxitetraciclina verificou uma diminuicao de
aproximadamente 24% na concentracdo do residuo do antimicrobiano quando o
leite foi submetido a 62°C/30 minutos, de 36% a 71°C/30 minutos e de 100%
quando a 121°C/15 minutos.
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Em relagédo ao preparo de iogurte, JURDI e ASMAR (1981), avaliaram a
sensibilidade de culturas de iogurte a residuos de agentes antimicrobianos
presentes no leite, tendo verificado que a fermentacdo era influenciada pela
presenca de cada um dos seguintes agentes antimicrobianos, individualmente:
penicilina (0,005 1U mL™"), estreptomicina (1 pg mL™"), diidroestreptomicina (10 pg
mL™"), cloranfenicol (10 ug mL™") e oxitetraciclina (0,05 a 0,5 ug mL™). Ainda,
YAMANI et al. (1999), estudaram o comportamento de fermentos lacteos
(Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbruecki sub-sp. bulgaricus), na
producdo de iogurte, em relacdo a presenca dos agentes antimicrobianos
penicilina, cloranfenicol, oxitetraciclina, tetraciclina, ampicilina, eritromicina e
cloxacilina. Os autores verificaram que na auséncia dos agentes antimicrobianos
houve a coagulacao do leite, com formacao suficiente de acido lactico, no periodo
de 2,5 h a 42°C. Porém, quando os agentes antimicrobianos foram adicionados ao
leite, o tempo de incubacado, para aparecimento do coagulo, foi de 4 h. Para a
oxitetraciclina foram testadas concentracdes que variaram de 0,05 a 0,5 pg mL" e
tetraciclina de 0,1 a 0,8 ug mL™", adicionadas ao leite.

Varios autores tém relatado a presenca de tetraciclinas como residuos no
leite (COSTA, 1996). Suspeita-se que exista no Brasil a pratica do uso de
tetraciclinas como medida preventiva para evitar o aparecimento de mastite bovina
e de diarréia no bezerro recém nascido. Todavia, sdo poucos o0s estudos
disponiveis sobre a estabilidade desses residuos as condicoes de processamento
dos alimentos em que possam estar presentes, em particular leite e derivados.
Assim, no intuito de estudar a estabilidade de tetraciclinas (OTC, DC e TC) em
diferentes condi¢gdes de processamento do leite, foi avaliada a diminuicdo dos
residuos desses agentes antimicrobianos em fungcao de diferentes condigdes de
aquecimento do leite, assim como na produgédo e armazenamento sob refrigeragéo
(vida de prateleira) do iogurte. Para tanto, foi desenvolvido e validado um método
de analise utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de

fluorescéncia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e material

Os padrdes analiticos das tetraciclinas foram obtidos dos laboratérios ICN
Biomedicals Inc (OTC) e Sigma (DC e TC). Todos os reagentes utilizados foram
de grau analitico: acetato de sédio (Merck), hidréxido de s6dio (Reagen), cloreto
de célcio (Baker), EDTA (Reagen) e &cido tricloroacético (TCA) (Baker). O metanol
foi de grau cromatografico (Mallinckrodt).

Na extracdo em fase sdlida foram usados cartuchos octadecil, 200 mg

(Alltech).
A agua utilizada no preparo de todas as solugdes foi purificada em sistema
Milli-Q (Millipore).

A amostra de leite utilizada foi do tipo longa vida, desnatado.

A procedéncia da cultura latica terméfila (Lactobacillus bulgariccus +
Streptococcus thermophilus) para producao do iogurte foi do laboratério Christian
Hansen S.A. (lote 2176236).

No procedimento de extracdo foi utilizada uma centrifuga Fanem modelo
204-NR e a placa de aquecimento utilizada no tratamento térmico do leite, foi da
marca Fisaton - 3501, modelo 752A.

2.2. Solucoes

As solugdes estoque de tetraciclinas foram preparadas pela dissolugao de
0,10 g de padrdes de OTC, DC e TC em 100 mL de solucao de acido cloridrico 1%
v/v. As solugdes de trabalho, no intervalo de concentragéo de 10,0 a 150 ng mL™,
foram preparadas diariamente pela diluicdo da solugcdo estoque em agua
purificada em sistema Milli-Q. As solucbes estoque permaneceram sob
refrigeragé@o, sendo utilizadas por um periodo de, no maximo, 30 dias.

2.3. Equipamentos e condicoes de uso do cromatografo
Foi utilizado um cromatografo Waters, modelo 406, constituido de bomba
isocratica, injetor Rheodyne, alca de amostragem de 20 pL, acoplado a um

detector de fluorescéncia Shimadzu, modelo RF-10A, com cela de 12 pL de
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volume e interligado a um integrador Chromjet. A separacdo foi realizada
utilizando-se uma coluna analitica Cg (250 x 4,6 mm, 5 um) (Varian) e uma coluna
de guarda Cg (7,5 x 6 mm, 5 um) (Alltech), usando uma fase mével aquosa com
[acetato de sodio 0,1 mol L + EDTA 25 mmol L™ + cloreto de calcio 35 mmol L] :
metanol (65:35, v/v). A fase mével foi filtrada em sistema de filtragcdo Millipore com
membrana de 0,45 um e desgaseificada em banho de ultra-som, anteriormente ao
uso. A vazdo da fase mével foi de 1 mL min™.

Para determinar os comprimentos maximos de emissdo e excitagao, foi
utilizado um espectrofluorimetro modelo Perkin-Elmer LS 55, com cubeta de
quartzo de 10 mm, a 23 + 1 °C.

Para o ensaio de tratamento térmico, utilizou-se um forno microondas da
marca Panasonic - Piccolo, modelo NN-SH2BH, tensdo de alimentagdo 120v —

60Hz e frequéncia de microondas de 2450 MHz e concentracdo de energia 1400w.

2.4. Preparo da amostra

O preparo das amostras foi baseado no trabalho de FURUSAWA, 1999.
Para tanto, amostras de leite (1,0 mL) e iogurte (1,0 g) foram adicionadas em tubo
Eppendorf com 0,50 mL de &cido tricloroacético (TCA) 30% (v/v). O tubo foi
agitado por 1 min e centrifugado por 10 minutos a 2500 g. A solugé&o sobrenadante
foi filtrada em membrana Millipore de 0,45 um x 13 mm e o filtrado, injetado no

sistema cromatografico. Todas as inje¢des foram realizadas em triplicata.

2.5. Validacao do método

Na validacdo do método para a determinagdo de tetraciclinas em leite e
iogurte, foram avaliados o0s seguintes parametros: faixa linear, linearidade,
sensibilidade, precisdo, exatiddao, limite de deteccdo (LOD) e limite de
quantificagao (LOQ).

Linearidade, faixa linear e sensibilidade foram estabelecidas a partir de
curvas analiticas, sendo linearidade expressa pelo coeficiente de regressao linear
e a sensibilidade pelo coeficiente angular da curva analitica. A curva analitica
(triplicata) para cada analito foi determinada mediante anélise de solugbes padrao
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de OTC, DC e TC em 6 niveis de concentragédo, no intervalo de 10,0 a 150 ng
mL™".

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram
estabelecidos pela relacdo sinal/ruido igual a 3 e 10, respectivamente, nos
respectivos tempos de retencdo da OTC, DC e TC. O LOQ foi confirmado pela
andlise de amostra de leite ou iogurte fortificada com o nivel de concentracao
estabelecido.

A precisao intra-ensaio foi avaliada mediante andlise de duas amostras de
leite ou iogurte fortificados com OTC, DC e TC, na concentragdo de 96 ng mL™" em
um mesmo dia, sendo que cada amostra foi injetada 10 vezes. A precisao inter-
ensaio foi avaliada mediante a andlise de 5 amostras de leite ou iogurte
fortificadas com OTC, DC e TC nas concentragdes de 40 e 124 ng mL", em 5 dias
diferentes. Todas as injecbes no cromatografo a liquido foram realizadas em
triplicata. As precisdes intra- e inter-ensaio foram expressas pela estimativa do
desvio padrao relativo (RSD).

A exatidao foi avaliada mediante teste de recuperacdo (3 niveis de
fortificacao, andlise em duplicata) de 1,0 mL de leite ou 1,0 g de iogurte e foram
adicionados de OTC, DC e TC para concentragées de 40; 96 e 124 ng mL" (leite)
ou 40; 96 e 124 ng g (iogurte) .

2.6. Tratamento térmico do leite

Foram utilizados trés processos distintos de tratamento térmico do leite,
com aquecimento: 1) em fogdo; 2) em placa de aquecimento, e 3) em forno de
microondas. Em todos os tratamentos, apds atingir a temperatura de 72°C, esta foi
mantida por 15 segundos, seguido de resfriamento em banho de gelo. O volume
de leite aquecido foi de 50 mL e as concentrag¢des das tetraciclinas nas amostras
foram: OTC (510 e 660 ng mL"), DC (700 ng mL™") e TC (500 e 590 ng mL™).

Todos os tratamentos foram realizados em duplicata.
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2.7. Processamento de logurte

2.7.1. Preparo do inéculo

Leite em po6 desnatado (27,5 g) foi adicionado em agua em ebulicao (250
mL) e, imediatamente apds a dissolucao do leite, a solugéo foi resfriada em banho
de gelo, até atingir a temperatura de 45°C. A seguir, foram adicionados 0,025 g de
cultura liofilizada termdfila (Lactobacillus  bulgariccus +  Streptococcus
thermophilus), sendo as amostras inoculadas, incubadas em estufa a 45°C, por 4
h. Ao final deste tempo, as amostras (cultura termofila) foram retiradas da estufa,
esfriadas em banho de gelo e mantidas sob refrigeragao (4°C).
2.7.2. Preparo do iogurte

As amostras de iogurtes foram produzidas utilizando-se leite desnatado
longa vida (50 mL), inoculadas com a cultura terméfila (1 mL), colocadas em
estufa (45°C/4 h) e mantidas sob refrigeracdao (4°C), em frascos com tampa
rosqueada, durante 30 dias. Em relacdo as tetraciclinas, amostras de leite foram
fortificadas com OTC (500 ng mL™), DC (1120 ng mL™") e TC (600 ng mL™), tendo
sido avaliadas quanto a formacdo do coagulo e estabilidade das tetraciclinas
durante o preparo e armazenamento (4°C) do iogurte. Na Tabela 1 sé&o
apresentadas as condi¢cdes experimentais utilizadas no preparo e estocagem do

iogurte.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do método

Um dos problemas na determinacdo de tetraciclinas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, empregando colunas analiticas de fase reversa com
suporte de silica, &€ a ocorréncia de interacdes entre as tetraciclinas e 0os grupos
silandis residuais presentes na fase estacionaria, assim como a formacdo de
complexos das tetraciclinas com ions metdlicos, eventualmente presentes na
superficie do material da fase estacionaria. Em adicdo, as tetraciclinas sao
substancias anféteras o que prejudica a interagdo com a fase estacionaria quando

se emprega a cromatografia de fase reversa. Varias fases estacionarias tém sido
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sugeridas na determinacéo de tetraciclinas, como octil e octadecil. Muitos autores
sugerem o emprego de par idbnico, assim como a adicdo de EDTA e CaCl, na fase
movel (IWAKI et al., 1992, REEUWIJK et al, 1986).

Em decorréncia da diversidade de condi¢cdes analiticas recomendadas na
literatura, realizou-se um estudo para estabelecer as melhores condigdes de
andlise no que concerne a fase estacionaria e fase mével. Para tanto, foram
avaliados: (i) fases estacionarias: octilsilano e octadecilsilano e (ii) fase mével
(composicao, pH, adicdo de par ibnico, EDTA e/ou CaCly). As condigcbes
otimizadas foram: fase estacionaria octilsilano e como fase mével acetato de sddio
0,1 mol L™ + EDTA 25 mmol L™ + cloreto de calcio 35 mmol L™': metanol (65:35,
V/V).

A adicao de EDTA e ions célcio na fase mével promoveram o aumento da
intensidade de fluorescéncia apresentada pelas tetraciclinas, o que melhorou a
sensibilidade do método cromatografico, visto ter sido utilizado o detetor de
fluorescéncia. O acetato de sédio foi também usado como agente bloqueador
dos grupos silandis, promovendo melhoria na recuperagéo das tetraciclinas e na

Tabela 1. Condi¢des experimentais utilizadas no preparo e estocagem do iogurte.

Ensaios
A B C D E F G
Leite (mL) 50 50 50 50 50 50 50
Agente
antimicrobiano  (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

Inéculo + 0 () ) (+) (+) (+)
Estufa (45°C) (+) () ) ) (+) (+) (+)

Tempo de (-) (-) (-) (-) 7 dias 15dias 30 dias
estocagem
(4°C)

Onde:

A = Controle do inéculo na formagao do iogurte.
B = Controle da degradagéo do antimicrobiano.
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C = Degradacao do agente antimicrobiano em fungao da temperatura (C/B).

D = Degradacéao do agente antimicrobiano em fungéo do preparo do iogurte (D/B).
E = Degradacdo do agente antimicrobiano em fungdo da estocagem do iogurte
E/B).

F = Degradacao do agente antimicrobiano em funcdo da estocagem do iogurte
(F/B).

G = Degradacao do agente antimicrobiano em funcao da estocagem do iogurte
(G/B).

—

resolucdo cromatografica, conforme ja relatado por PENA et al. (1997). Cabe
mencionar que a deteccdo por fluorescéncia foi utilizada para minimizar as
respostas devidas aos interferentes presentes no leite e iogurte e, assim, tornar o
método mais sensivel e seletivo para analise de leite ou iogurte, quanto a
presenca de tetraciclinas. Com esse propdsito, os comprimentos maximos de
excitacdo e emissao foram determinados através de espectros de varredura
obtidos em espectrofluorimetro para cada uma das trés tetraciclinas,
separadamente e diluidas na propria fase moével do sistema cromatogréafico
(SEVERO SILVA JR, et al. 2004).

Uma vez otimizadas as condicbes cromatograficas e avaliada a
adequabilidade do sistema cromatografico para a separagéao das tetraciclinas foi
avaliado o preparo de amostra.

O leite € uma matriz especialmente complexa devido a presenca da
emulséo lipidica e, portanto, a quebra e extracdo de tracos de gordura sao
necessarias antes da extracdo do analito, para posterior determinacao
cromatografica. De modo geral, o preparo de amostras visa a eliminacdo de
interferentes e a pré-concentracao do analito para que este possa ser determinado
com adequada exatiddao e precisdo. No entanto, a maioria dos procedimentos
analiticos sao laboriosos e requerem varias etapas unitarias antes da medida da
concentragdo do analito de interesse. Para a determinagdo de tetraciclinas em
matrizes diversas procedimentos de extracao liquido-liquido e de extracdo em fase
sélida estdo descritos na literatura (WALSH, et al. 1992 e MACK , 1978).

Avaliando o emprego da extragdo em fase sélida em cartuchos Cig foi
verificada baixa recuperagdo para todas as tetraciclinas sob estudo e uma co-

eluicdo de um numero elevado de interferentes, quando empregada a matriz leite.
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Empregando um cartucho de octadecilsilano de 200 mg e aplicando 2 mL
de uma solugdo padrao de OTC, DC e TC de 50 ng mL™" e eluindo os analitos com
5 mL de MeOH, a recuperagao foi menor que 30% para todas as tetraciclinas. No
entanto, usando metanol acidificado com &cido acético, em pH 5, a recuperacao
foi de 72; 83 e 110% para OTC, DC e TC, respectivamente. Embora esses
resultados de recuperacdo possam ser aceitaveis, levando em consideracdo o
nivel de concentracédo, ndo foram satisfatérios quando empregado leite fortificado
no mesmo nivel de concentracao, pois houve co-eluicado de um nuamero elevado
de interferentes o que inviabilizou a quantificacao dos analitos, nestas condi¢oes
experimentais.

No entanto, precipitando-se as proteinas do leite com &cido tricloroacético
(TCA) 30% v/v e separando o sobrenadante, foi possivel realizar a quantificacao
das tetraciclinas com uma recuperacédo no intervalo de 67 a 98% para todas as
tetraciclinas, sem co-eluicdo de interferentes na determinagcdo cromatografica.
Assim sendo, foi possivel a determinacao de tetraciclinas nas matrizes leite ou no
iogurte, sem etapas adicionais de limpeza do extrato. O método desenvolvido
apresenta a vantagem de poder determinar no leite e iogurte, residuos de OTC,
DC e TC, utilizando a CLAE e dispensando procedimentos complicados de
extracdo e limpeza do extrato conforme relatado por MOATS, 1995, (extragéao
liquido-liquido e concentragédo do eluato) e BARKER & WALKER, 1992, (extracao
em fase solida utilizando cartuchos Cg). O procedimento proposto, além de
simples e de menor tempo e custo de andlise, ndo requer 0 uso de solventes

organicos.

3.2. Validagao do método

A qualidade e a credibilidade de um resultado analitico fundamentam-se
nos cuidados com o0s quais o0 analista se cerca para produzir dados que
expressem o valor real da medida obtida. A primeira etapa para obtencdo de
resultados confiaveis esta na validagdo da metodologia analitica escolhida.

Na validacao do método para a determinacédo de OTC, DC e TC em leite e
em iogurte foram avaliados os seguintes parametros: faixa linear, linearidade,

sensibilidade, precisdo, exatiddo, LOD e LOQ, tendo como base as
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recomendacdes da Comunidade Européia (EUROPEAN COMMISSION
DECISION 2002/657/EC). Os resultados estao apresentados na Tabela 2.

Os cromatogramas caracteristicos de uma amostra de leite (branco),
padrées das tetraciclinas sob estudo e de uma amostra de leite fortificada com
OTC, DC e TC estao apresentados na Figura 1.

Na Figura 2 sdo apresentados cromatogramas de uma amostra de iogurte
(branco) e uma amostra de iogurte fortificada com OTC, DC e TC.

Os extratos obtidos a partir do leite e iogurte nao apresentaram
interferentes em potencial, conforme pode ser verificado pelos cromatogramas
apresentados nas Figura 1 e 2. O pico em torno de 5,5 minutos foi identificado
como sendo a riboflavina (SEVERO SILVA JR, et al, 2004), substancia
naturalmente presente no leite que, nas condicdes de analise, nao interfere na
quantificacdo dos demais analitos. O tempo total para obtencdo dos
cromatogramas foi de, aproximadamente, 15 minutos.

A recuperacdo das tetraciclinas nas amostras de leite e iogurte foi
determinada pela comparagdo da concentracdo obtida quando a amostra foi
adicionada de cada tetraciclina, e submetida ao processo de extragdo, e a
concentracdo obtida quando a amostra, sem a presenca de tetraciclinas, foi
submetida ao processo de extracdo e, no filtrado final, adicionada dos padrées de
OTC, DC e TC (Tabela 2). As porcentagens de recuperagdo nos trés niveis de
fortificacdo avaliados, para os trés agentes antimicrobianos em estudo, se
situaram na faixa de 67 a 97% e 74 a 98% para a matriz leite e iogurte,
respectivamente e estdo de acordo com os valores internacionalmente aceitos

para analise de residuos, confirmando a exatidao do método.
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Tabela 2. Parametros de validagdo por CLAE para tetraciclinas em leite e iogurte.

Tetraciclinas

TC

Parametros
Leite logurte Leite logurte Leite logurte

Faixa linear (ng mL™) 10 - 150

Sensibilidade (u.a ng'mL) 6,6 x 10°

Linearidade (r) 0,9838

Precisao intra-ensaio (%)
96 ng mL™ 0,53 0,54 0,56 0,55 0,30 0,56
Precisao inter-ensaio (%) 0,67
40 ng mL™ 0,60 0,61 - - 0,44 0,60
124 ng mL™ 0,67 0,64 0,55 0,94 0,42

LOD
Leite (ng mL™" )2 8 8 14 20 10 10
logurte (ng g')?

LOQ 33
Leite (ng mL™ )2 27 27 47 67 33
logurte (ng g')?

Recuperacéao (%) 96
40 ng mL" 97 96 - - 97 96
96 ng mL" 87 80 67 74 87 97

124 ng mL™ 92 98 87 83 89

* u.a: unidades de éarea. (a) O LOD e LOQ foram calculados para 1,0 mL
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Figura 1. Cromatogramas obtidos na determinacéo de tetraciclinas em leite: (A)
Amostra de leite (controle); (B) Padrdes de oxitetraciclina (t; = 4,11), doxiciclina (t;
= 6,92) e tetraciclina, t, = 12,98) respectivamente, nas concentragées de 180 ng
mL"; (C) Amostra de leite fortificada com oxitetraciclina (t. = 4,13), doxiciclina (t, =
6,97) e tetraciclina (tr = 12,89), respectivamente, nas concentragdes de 180 ng
mL", onde (1) oxitetraciclina; (2) vitamina By; (3) doxiciclina e (4) tetraciclina.
Condi¢des cromatrograficas descritas no texto.

O limite de quantificacdo (LOQ) da oxitetraciclina (27 ng mL™"), doxiciclina
(47 ng mL") e tetraciclina (33 ng mL™"), foram menores do que os valores dos
limites maximo de residuos (LMRs) recomendados em leite conforme estabelecido
pelo Codex Alimentarius e por legislagbes regionais (Unido Européia e
MERCOSUL) e nacionais (Brasil). Todavia, cabe destacar que para doxiciclina
ainda ndo existe um valor de LMR estabelecido, assim como também nao existe

valor de LMR estabelecido para a presenga de tetraciclinas no iogurte.

3.3. Degradacao térmica dos agentes antimicrobianos
No estudo da degradacdo dos agentes antimicrobianos durante os
tratamentos térmicos esperou-se atingir a temperatura de 72°C tendo-se

verificado, para cada tratamento, um tempo diferente para a mesma ser atingida,
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a saber: forno de microondas (35 segundos); fogdo (48 segundos) e chapa de

aquecimento (114 segundos).

.B3

5.38

56

Figura 2. Cromatogramas obtidos na determinacao de tetraciclinas em iogurte: (A)
Amostra de iogurte (controle); (B) Amostra de iogurte fortificada com 124 ng g'1 de

oxitetraciclina (tr = 4,03), doxiciclina (tr = 6,57) e tetraciclina (t = 11,61),
respectivamente. Condi¢gées cromatograficas descritas no texto.

No intuito de simular o processo de pasteurizacdo, as amostras foram
mantidas nessa temperatura por 15 segundos, sendo resfriadas imediatamente
em banho de gelo. Os resultados obtidos estao representados na Figura 3.

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que o leite adicionado das
tetraciclinas, submetido ao tratamento térmico em placa de aquecimento
apresentou a maior porcentagem de degradacdo para todos o0s agentes
antimicrobianos estudados.

Ainda, conforme apresentado na Figura 4, verifica-se que a degradagéo das
tetraciclinas esta relacionada com o tempo de permanéncia sob aquecimento.
Apesar de que no presente estudo ter verificado uma maior taxa de degradacgéao,
os dados obtidos corroboram aqueles publicados por MOATS (1999), quem

70



Capitulo 1l - Avaliagao da estabilidade de tetraciclinas em fungao do tratamento térmico do leite e preparo e
armazenamento de iogurte

(A) 28

201

Degradacao (%)

34.0 44.0

Concentracgdo (ng mL™)

(B) 32k

28[-

24t

20}

16|

12
8_
4
0

Concentracéo (47 ng mL™")

Degradacao (%)

(C)

241
20
16}

12

Degradacéo (%)

34.0 40.0

Concentracdo(ng mL™)

Figura 3. Degradacao da (A) oxitetraciclina, (B) doxiciclina e (C) tertraciclina, em
funcéo do tratamento térmico do leite. Legenda: M Aquecimento em placa; M em
fogdo e @ em forno de microondas.
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relatou que o leite contaminado com oxitetraciclina apresentava degradagéao do
antimicrobiano de 24% (62°C/30 min), 36% (71°C/30 min) e 100 % (121°C/15 min)
e por SHAHANI (1958), que indicou que seriam necessarios 140 minutos para
completa inativacao da oxitetraciclina, a temperatura de 71 °C.

Conseqlientemente, € de se esperar que as tetraciclinas sejam estaveis nas
condicbes de aquecimentos utilizadas nos processos industriais de pasteurizagao
(72°C/15 segundos) e de esterilizacao (149°C/4 segundos). Dessa forma, visando
a protecdo da saude dos consumidores, torna-se necessario o monitoramento das
boas praticas de uso desses agentes antimicrobianos no tratamento do rebanho
produtor de leite para consumo humano, assim como acoes de vigilancia sanitaria
visando o controle dos residuos dessas substancias no leite comercializado.
Todavia, cabe mencionar que, segundo MOATS, 1988, o mecanismo de
degradacao das tetraciclinas durante o aquecimento ainda nao esta esclarecido e
que, mesmo com a eliminacdo ou diminuicdo da atividade antimicrobiana, os

compostos formados poderao produzir respostas alérgicas em pessoas sensiveis

3.4. Estabilidade das tetraciclinas no preparo e armazenamento do iogurte

Na Figura 5 sédo apresentados os dados obtidos sobre a degradacéo das
tetraciclinas durante o processamento e vida-de-prateleira do iogurte. Nas
concentragdes utilizadas, os agentes antimicrobianos nao evitaram a producéo do
iogurte, porém aumentaram o tempo de formagcao do coagulo. Assim, em relacao
ao controle (4 h/45°C), foi necessario um tempo maior de incubacao na estufa (5h
/45°C), para que ocorresse a coagulacdo em todas as amostras contaminadas.
Resultados de degradacdo de tetraciclina também foram obtidos por COGAN
(1972), onde foi observado que culturas starter (S .thermophilus) apresentaram
uma degradacdo de 50 e 100 %, para a adicdo de 200 e 500 ng mL
respectivamente, de tetraciclina. Por outro lado, culturas contendo (L. bulgaricus)
apresentaram uma degradacao de 50 e 100 %, para a adigdo de 340 e 2000 ng

mL ' respectivamente, de tetraciclina.
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Figura 4. Degradacéo da (A) oxitetraciclina (® Cq1 = 34 ng mL" e ®mC, =44 ng
mL™), (B) doxiciclina (~Cs =47ng mL™") e (C) tetraciclina (® C4=34ngmL" e *
Cs =40 ng mL™") , em fungéo do tempo de aquecimento do leite.
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Figura 5. Degradacdo da oxitetraciclina, doxiciclina e tetraciclina, durante o
processamento e estocagem do iogurte. Legenda: C/B (Degradacdo do agente
antimicrobiano em funcdo da temperatura), D/B (do preparo do iogurte: tempo
zero), E/B (da estocagem do iogurte: 7 dias), F/B (da estocagem do iogurte: 15
dias), G/B (da estocagem do iogurte: 30 dias).
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Os dados obtidos indicam que a estabilidade das tetraciclinas foi
diferenciada tanto durante a etapa de preparo como de estocagem do iogurte. Em
geral, foi verificado menor degradacdo para a OTC do que para a DC e TC.
Todavia, niveis importantes de residuos permaneceram durante a estocagem do
iogurte o que indica que esse alimento pode ser uma fonte potencial de exposicao
humana as tetraciclinas.

Assim, visando avaliar a atividade da cultura utilizada (S. thermophilus e L.
bulgaricus), ao término do processo de formacao do coagulo, apds 5 horas a 45°C
para todas as amostras, foi medido o pH de todas elas, visto que o pH esta
relacionado com a producao de 4cido lactico. Este valor foi designado como pH do
dia zero. Pelos resultados obtidos (Tabela 3) verifica-se que, ao final do periodo
de 5 horas de incubagéo, as amostras contaminadas apresentaram valores de pH
superiores aqueles das amostras controle (sem agentes antimicrobianos). Ainda,
as amostras adicionadas com concentragdes mais elevadas de tetraciclinas,
apresentaram pH superior as amostras com concentragcbes menores, indicando
inibicdo da producao de acido lactico em fungao da concentragao das tetraciclinas
no leite. Por outro lado, durante o periodo de estocagem do iogurte, o pH das
amostras apresentou, apenas pequenas variagoes.

Tabela 3. Valores de pH durante o armazenamento do iogurte.

pH apds 5 h em estufa a 45°C

_ Ensaios
Dias  (Controle) OTC DC TC
500 ng mL™") (1120 ng mL™) (600 ng mL™)
A B
0 3,9 393 | 4,78 4,70 5,10 5,08 4,96 4,62

7 387 3,84 | 4,56 4,40 4,99 5,00 4,90 4,40

15 3,83 3,73 | 4,59 4,32 4,93 5,00 4,88 4,34

30 3,85 3,70 | 4,51 4,20 4,86 4,93 4,78 4,30
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4. CONCLUSOES

A metodologia utilizada mostrou-se eficiente de acordo com os parametros
de validacdo obtidos (limite de deteccado, limite de quantificacdo, linearidade,
precisao intra e inter-ensaio e exatidao), podendo ser utilizada como método de
monitoramento para a deteccdo e quantificagcdo de residuos de tetraciclinas em
leite e iogurte. O método apresenta as seguintes vantagens: possui alta
sensibilidade e seletividade, permite a identificacdo e quantificag&do individual de
residuos de tetraciclinas abaixo dos LMRs, possui alta resolucao e versatilidade,
além de curto tempo para execugao de analise.

Os niveis de residuos de tetraciclinas (oxitetraciclina, doxiciclina e
tetraciclina) presentes no leite, ndo sao totalmente eliminados nas condi¢des de
tratamento térmico estabelecidas. A contaminacao do leite com tetraciclinas, em
concentragdes de até 500 ng mL" (OTC), 1120 ng mL" (DC) e 600 ng mL™
(TC), ndao foram suficientes para inibir o processo fermentativo (formacao do
coagulo), ndo tendo sido verificada variacao importante nos niveis residuais
desses contaminantes durante o periodo de vida-de-prateleira do iogurte. Assim,
recomenda-se o monitoramento das boas praticas de uso desses agentes
antimicrobianos no tratamento do gado produtor de leite para consumo humano,
assim como agdes de vigilancia sanitaria visando o controle dos residuos dessas

substéancias, tanto no leite como no iogurte comercializado.
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CAPIiTULO IV — DETERMINAGAO CROMATOGRAFICA DE RIBOFLAVINA NA
PRESENCA DE TETRACICLINAS EM LEITE INTEGRAL E DESNATADO
UTILIZANDO DETECCAO DE FLUORESCENCIA.
“CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF RIBOFLAVIN IN THE
PRESENCE OF TETRACYCLINES IN SKIMMED AND WHOLE MILK USING
FLUORESCENCE DETECTION”

RESUMO

Foi estabelecido um método cromatografico rapido e simples para a
determinacado de riboflavina em leite bovino, na presenca de tetraciclinas. Para
tanto, as proteinas foram precipitadas com acido tricloroacético 30%(v/v), a
separagao realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE-FR) com detector de fluorescéncia. Foi utilizada uma coluna Cg com
eluicdo isocratica e fase mével aquosa composta por acetato de sodio 0,1 mol L™
cloreto de calcio 35 mmol L™, EDTA 25 mmol L) e metanol (65:35 v/v). O método
foi validado mediante avaliagdo dos seguintes parametros: linearidade (0,9980),
faixa linear (0,50 a 1,30 ug mL™), precisdo intra- e inter-ensaio (RSD < 0.5%),
exatiddo (recuperacado 92 %) e limites de deteccdo e de quantificacdo (0,22 ug
mL" e 0,75 pg mL", respectivamente). O método foi aplicado na analise de leite
integral e desnatado, mostrando-se robusto na presenca de substancias
fluorescentes como as tetraciclinas e, quando comparado com o método
espectrofluorimetrico, nao revelou diferenca significativa (p < 0,05) entre os

resultados obtidos.

Palavras-chave: Vitamina B,, HPLC, cromatografia, fluorescéncia molecular,

tetraciclinas.
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SUMMARY

An easy and simple HPLC method for the determination of riboflavin in
bovine milk in the presence of tetracyclines was established. For this purpose,
proteins were precipitated with 30% (v/v) trichloroacetic acid and separation was
carried out by reversed-phase high performance liquid chromatography with
fluorescence detection. A Cg-column was used with isocratic flow using a mobile
phase consisting of 0.1 mol L sodium acetate, 35 mmol L 'calcium chloride and
25 mmol L' EDTA:methanol (65:35 v/v). The method was validated according to
the following parameters: linearity (0.9980), linear range (0.50 - 1.30 pg mL™),
intra- and inter-assay precision (RSD < 0.5%), accuracy (recovery 92 %), and
detection and quantification limits (0.22 ug mL™ and 0.75 ug mL™, respectively).
The method was applied to the analyses of whole and skimmed milk, showing
robustness in the presence of tetracyclines, and no significant difference (p< 0.05)
between the results obtained when compared with a spectrofluorimetric method.

Keywords: Vitamin B, HPLC, Chromatography, Molecular Fluorescence,
Tetracyclines.
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1. Introduction

Riboflavin (RF) is an important vitamin of the B complex (vitamin By) acting
as an intermediary in the transfer of electrons in biological redox reactions and
having an important function in cell growth. As with all vitamins of the B complex,
RF is only synthesized by microorganisms and higher vegetables, not by animals,
which must obtain it from their food. Considering the high concentrations of B
complex vitamins present in meat and milk, these foods are the best natural
sources of RF in the human diet in the western world’.

RF is stable during heat processing, such as pasteurization, evaporation or
condensation, which have little effect on the variation in RF present in dairy
products. However, considerable loss may occur due to photodegration from
exposure of food to light. Another important loss of RF occurs due to its water
soluble profile and it is found in juices, whey and cooking waters®. Thus, it is
interesting not only to monitor the RF concentration in dairy products but also to
study the influence of manufacturing and storage processes on its variation. In
addition, studies* have shown that alterations in some of the organoleptic features
of bovine milk and other liquids, like wine and beverages, have a correlation with
RF photodegration, which induces the degradation of sulfur-containing compounds
by photochemical sensitization. In these cases, the loss of RF can be used as a
natural indicator for the degradation parameters, such as source and intensity of
light, manipulation forms, heat treatment and storage time. Thus the determination
of RF is necessary, either from the nutritional point of view or to quantity
parameters in several dairy foods and beverages.

Milk can be considered as a colloidal suspension of proteins, butterfat,
vitamins, salts and amino acids, in a medium with a high content of proteins,
especially casein (over 80% w/w of the total milk protein)®, creating a complex
system for chromatographic analysis.

The standard method for total RF determination in food is the AOAC
fluorimetric method®, since RF has a fluorescence group. This involves a difficult
and tedious procedure, including sample acidification and autoclaving.
Furthermore, the proteins are removed by numerous pH adjustments, filtration

steps and oxidation to remove fluorescent interferents. Thus several methods for
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the determination of only RF alone in foods’, wine®, milk®'®'" and baker's yeast'®

1314 royal jelly™

or RF in association with other vitamins of the B complex in foods
and mushrooms'® have been developed.

Tetracyclines is a common name for a group of antimicrobials used to
prevent or treat mastitis in cows, resulting in residues in the milk'"'®. These
antimicrobials can increase their natural fluorescence under alkaline conditions or
by forming a fluorescent metal chelate with calcium ions'®, which are present in
high concentrations in milk. In this way, the presence of tetracyclines may interfere
in the chromatographic analysis of RF in milk using a fluorescence detector®.

In this work we suggest a method for the determination of riboflavin in milk,
in the presence of tetracyclines (oxytetracycline (OTC), doxycycline (DC) and
tetracycline (TC)), using a simple procedure for the extraction of the milk proteins
together with the direct conversion of the RF co-enzyme forms, such as flavin
mononucleotide (FMN) and flavin adenine dinucleotide (FAD) into free RF. Using
this procedure, the total RF was quantified in different samples of whole and
skimmed Brazilian bovine milk. The proposed method was also compared with a

spectrofluorimetric method?".

2. Experimental
2.1. Apparatus

The chromatographic analysis was performed using a Waters 406
chromatograph, equipped with an isocratic pump, Rheodyne injector, with a
sample loop of 20 pL, a Shimadzu RF-10A fluorescence detector, and a Chromjet
integrator. The chromatographic separation was carried out using a Cg analytical
column (250 mm x 4.6 mm, 5 um) (Varian) and a Cg guard column (7.5 mm x 6
mm, 5 um) (Alltech). The fluorescence parameters were adjusted using excitation
at 420 nm and emission at 530 nm. A Fanem centrifuge model 204-NR, was used
during the extraction procedure.

In the spectrofluorimetric analysis, a Perkin-Elmer LS 55 Luminescence

Spectrometer with a 10 mm quartz cuvette, was used at 23 +1 °C.
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2.2. Reagents and solutions

The reagents used were at least of analytical grade, as follows: sodium
acetate (Merck), calcium chloride (Reagen), EDTA (Reagen) and trichloroacetic
acid (Baker). Riboflavin (98%, purity) was purchased from Sigma, and methanol
(Mallinckrodt) was HPLC grade.

All solutions were prepared with deionized water obtained from a Millipore
Milli-Q Académic System. The mobile phase consisted of an aqueous solution of
sodium acetate (0.10 mol L), calcium chloride (35.0 mmol L") and EDTA (25.0
mmol L™"):methanol (65:35 v/v), filtered through 0.45 um cellulose membrane filters
(Millipore). A standard stock solution of 100 ug mL™ RF was prepared according to
the AOAC procedure®, where 50.0 mg RF was dissolved in 0.02 mol L™ acetic acid
and the volume made up to 500 mL, with the same solvent. The stock solution was
stored in amber glass bottles in the dark, under refrigeration at 4 <C, for a

maximum period of 2 weeks.

2.3. Samples
Nine different commercial brands of Ultra High Temperature (UHT) Brazilian
milk were analyzed: five were skimmed milk and four were whole milk. All samples

were purchased from local markets in Campinas/SP - Brazil.

2.4. Sample analysis

For milk protein extraction'® 1.00 mL of milk sample was added to an
Eppendorf tube, followed by 1.50 mL of 30 % (v/v) trichloroacetic acid (TCA). The
tube was mixed and centrifuged for 10 minutes at 2560 g. The supernatant solution
was filtered through a 0.45 pum membrane and 20 pL was injected into the
chromatographic system, with an isocratic flow of 1.0 mL min™'. The HPLC analysis
was carried out in triplicated.

3. Results and discussion
3.1 Sample preparation

The extraction technique suggested by Furusawa'’ was used with some
modification, such as a higher concentration of TCA. The addition of TCA to the
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milk promotes an immediate precipitation of the milk proteins, producing a clear
supernatant. Furthermore, TCA causes a direct acid hydrolysis of the RF co-
enzyme forms, such as flavin mononucleotide (FMN) and flavin adenine
dinucleotide (FAD), into free RF, which is determined in the form of total RF by
HPLC with fluorescence detector. This procedure works without any complex
extraction or clean-up procedure such as oxidation* which may decrease the RF
concentration in the sample by, approximately, 15% due to oxidative destruction®.
It is advantageous due to the ease and rapidity in determining total RF in milk
samples. The time necessary for sample preparation was 12 minutes, considering
the centrifugation time.

3.2. HPLC conditions

The HPLC conditions were optimized in order to allow the separation of all
compounds under study. The optimized mobile phase consisted of an aqueous
solution-methanol (65:35 v/v), as described in iten 2.2. The method has the
advantage of being able to determine riboflavin in the presence of tetracyclines in
milk, using a simple procedure of extraction and clean-up of the sample. Figure 2
shows the chromatograms of riboflavin standard and a sample of milk, obtained
under the optimized chromatographic conditions. The milk extract did not present
interferents, as can be verified in the chromatogram of the milk sample (Figure 2-

b). The total time for the chromatographic analysis was 7 minutes.

3.3. Validation

The HPLC method was validated in the presence of tetracyclines, by
evaluation of the following parameters: linearity, linear range, intra and inter-assay
accuracy, detection and quantification limit and recovery.

The analytical curve was obtained with six concentrations of the RF
standard solution (0.51 to 1.33 g mL™"). The linear regression parameters were
obtained by plotting peak area against riboflavin concentration, showing linearity in
this range. The sensititvity was calculated as 9.53 10° u.a mL pg’' and the

linearity, expressed as the regression coefficient, was 0.9980.
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The quantification limit (LOQ) was determined through the following
expression LOQ = 10 syx/m, where sy is the estimate of the standard deviation of
the regression line and “m” the sensitivity (angular coefficient of the regression
line). For the detection limit (LOD) a value of 3 was employed in the expression
above.

The accuracy of the method was evaluated based on the recovery of known
amounts of RF spiked in milk samples, with duplicate analysis. For the recovery
test, the milk samples were fortified with 50% v/v of a solution 1.12 mL™" of RF. The
spiked samples were mixed for 5 hours in the dark, submitted to the extraction
process and the RF concentration obtained compared with blank samples. The
analytical parameters evaluated are shown in Table 1.

The precision of the method was evaluated by determination of the intra-
and inter-assay precision. The intra-assay precision was determined by the
evaluation of the RSD of 10 consecutive determinations, at a RF concentration of
0.714 ug mL". A RSD value lower than 0.5 % was obtained. The inter-assay
precision was evaluated by means of analysis of solutions containing 0.714, 0.918
and 1.122 pg mL' of RF on five consecutive days. All the determinations were
carried out in triplicate and the RSD values varied from 0.2 to 0.5 %.

3.4. Riboflavin determination in milk

The samples were analyzed using the optimized conditions of the
experimental procedure, and the results obtained are summarized in Table 2. The
common range of total RF concentration in milk® varies from 1.50 to 1.80 pg mL™".
As can be verified, all the results obtained were within the range from 1.49 to 1.89
ng mL™", which indicate the samples analyzed were in the acceptable range for RF.

3.5. Comparison of the HPLC with a spectrofluorimetric method

The results obtained for milk samples by the HPLC method were compared
with those a obtained applying spectrofluorimetric method, using a Perkin-Elmer
LS 55 spectrofluorimeter and a standard addition method to perform the RF
determination®'. The same extracts of the milk samples were analyzed by the two

methods and statistical analysis using the Student ttest showed no significant
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difference (p< 0.05) between the results obtained by the two methods. The results
are presented in Table 2.

3.6. Analytical interferents

There is no report on the interference of tetracyclines in the determination
of RF in milk. On the other hand, Carson and Breslyn? reported that RF interferes
in the determination of tetracyclines by HPLC with fluorescence detector. In this
work, the influence of three tetracyclines (OTC, DC and TC) on RF determination
by HPLC was evaluated.

Brazilian legislation has established a maximum residue limit (MRL) of 100
ug L™ for OTC and TC, alone or in combination. No MRL has been established for
DC. The International Dairy Federation® recommends the same limits. Thus, the
milk samples were spiked with 100 pg L' of each tetracycline and analyzed by the
proposed HPLC method. It was verified that none of the tetracyclines overlapped
the riboflavin peak, allowing for RF determination in their presence (Figure 3). In
this way, the method was shown to be robust and specific for the determination of
RF in whole and skimmed milk, even in the presence of the fluorescent
tetracyclines.

4. Conclusions

The proposed method for the quantitative determination of riboflavin in
whole and skimmed milk offers some advantages, such as simplicity, rapidity and
low cost. The proposed method presents accuracy and precision, as shown by the
low standard deviation and correlation to a comparative method. Furthermore, the
methodology proved to be selective and robust when samples spiked with
tetracyclines were analyzed. Consequently, the method can be applied to quantify
RF in milk, being suitable for routine analysis.

5. Acknowledgements

The authors wish to thank the CNPq, FAPESP and FINEP/RECOPE for
financial support. M. G. Trevisan and L. S. Silva Jr. are thankful to CNPq for their
master's and doctorate fellowships, respectively.

89



Capitulo IV = Chromatographic determination of riboflavin in the presence of tetracyclines in skimmed and
whole milk using fluorescence detection

. References

1. Copperman, J. M.; Lopez, R.; In Handbook of Vitamins; Machlin, L. J., ed, 2nd
ed., Marcel Dekker, Inc.: New York, 1991.

. Cataldi, T. R. I.; Nardiello, D.; Scrano, L.; Scopa, A.; J. Agric. Food Chem. 2002,
50, 6643.

3. Bassete, R.; Fung, D. Y. C.; Mantha, V. R.; Crit. Rev. Food Sci. 1986, 24, 1.

4. Andres-Lacueva, C.; Mattivi, F.; Tonem, D.; J. Chromatogr. A 1998, 823, 355.

5. Varnam, A. H.; Sutherland, J. P.; Milk and Milk products - Technology, chemistry
and microbiology, Vol. 1, Chapman & Hall: London, 1996.
AOAC Official Method 981.15, Official Methods of Analysis of AOAC
International, 16th ed., Section 45.1.09, Whashington, 1995.

. Vinas, P.; Balsalobre, N.; Lopez-Erroz, C.; Hernandez-Cordoba, M.; J. Agric.
Food Chem. 2004, 52, 1789.

. Gliszczynska-Swiglo, A.; Koziolowa, A.; J. Chromatogr. A 2000, 881, 285.

. Caelen, |.; Kalman, A.; Wahlstrom, L.; Anal. Chem. 2004, 76, 137.

10. Ashoor, S. H.; Knox, M. J.; Olsen, J. R.; Deger, D. A.; J. AOAC 1985, 68, 693.

11. Rashid, I.; Potts, D.; J. Food Sci. 1980, 45, 744.

12. Gliszczynska-Swiglo, A.; Koziolowa, A.; J. Chromatogr. A 1998, 822, 59.

13. Agostini, T. S.; Godoy, H. T.; J. High Resolut. Chromatogr. 1997, 20, 245.

14. Woollard, D. C.; Indyk, H. E.; J. AOAC Int. 2002, 85, 945.

15. Presoto, A. E. F.; Rios, M. D. G.; de Almeida-Muradian, L. B.; J. Braz. Chem.

Soc. 2004, 15, 136.

16. Esteve, M. J.; Farre, R.; Frigola, A.; Garcia-Cantabella, J. M.; J. Agric. Food

Chem. 2001, 49, 1450.

17. Furusawa, N.; J. Chromatogr. A 1999, 839, 247.

18. Severo Silva Jr., L.; Ph.D. Thesis, FEA - Universidade Estadual de Campinas,

Brazil, 2004.

19. lwaki, K.; Okumura, N.; Yamazaki, M.; J. Chromatogr. 1992, 623, 153.

20. Carson, M. C.; Breslyn, W.; J. AOAC Int. 1996, 79, 29.

21. Trevisan, M. G.; Master in Science Dissertation, 1Q - Universidade Estadual de

Campinas, Brazil, 20083.

90



Capitulo IV = Chromatographic determination of riboflavin in the presence of tetracyclines in skimmed and
whole milk using fluorescence detection

22. Woodrow, I. L.; Torrie, K. M.; Henderson, G. A.; Inst. Can. Technol. Aliment.
1969, 2, 120; in Rashid, |.; Potts, D.; J. Food Sci. 1980, 45, 744.

23. Hartman, A. M.; Dryden, L. P.; In Vitamins in milk and milk products in
Fundamentals of Dairy Chemistry; Webb, B. H.; Johnson, A. H.; Alford, J. A;
eds.; 2nd ed., AVI: New York, 1983.

24. Honakanen-Buzalski, T.; Reybroeck, W.; Antimicrobials. In Residues and
Contaminants in milk and milk products; International Dairy Federation ed; IDF
General Secretariat: Brussels, 1997.

91



Capitulo IV = Chromatographic determination of riboflavin in the presence of tetracyclines in skimmed and
whole milk using fluorescence detection

Table 1. Analytical parameters for the determination of riboflavin in milk.

Analytical Parameters Results
Limit of detection (ug mL™) 0.22
Limit of quantification (ug mL™) 0.75
Linearity (%) 0.9980
Precision (%)
Intra-assay
(c1=0.714 pg mL™) 0.5
Inter-assay
(Co=0.714 pg mL™) 0.5
(c3=0.918 ug mL™) 0.3
(ca=1.122 ug mL™) 0.2
Recovery (%) 92.2

Table 2. Results for determination of riboflavin in milk (average * s)*

Riboflavin (ug mL™)

Samples HPLC Fluorimetric Method
Whole sample 1 1.59 + 0.03 1.56 £0.08
Whole sample 2 1.54 £ 0.02 1.61 +£0.04
Whole sample 3 1.74 £ 0.02 1.82+0.25
Whole sample 4 1.59 £ 0.06 1.69 £ 0.06

Skimmed sample 1 1.89 £0.02 1.78 £0.15
Skimmed sample 2 1.71 £0.02 1.64 £ 0.05
Skimmed sample 3 1.77 £0.02 1.68 £ 0.06
Skimmed sample 4 1.49 £ 0.01 1.46 + 0.09
Skimmed sample 5 1.71 £0.02 1.85+0.10

(*) s: estimative of the absolute standard deviation (n=3)
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Figure 1. Chromatograms of (a) standard of riboflavin and (b) milk sample.
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Figure 2. Chromatogram of riboflavin (RF) in milk in the presence of
oxytetracycline (OTC), doxycycline (DC) and tetracycline (TC).
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CONCLUSOES GERAIS

O método FIA, proposto para a determinagéo de tetraciclinas (OTC, DC e
TC) em medicamentos de uso veterindrio mostrou-se adequado para a
determinacao do principio ativo de medicamentos de uso veterinario e, apesar de
nao ser seletivo para diferenciar as varias tetraciclinas, ndo compromete sua
aplicabilidade, visto que estas nao sédo veiculadas em associagdo nos
medicamentos utilizados para o tratamento de mastite bovina. O método proposto
apresenta vantagens por ser simples, dispensar o uso de solventes orgéanicos,
mostrar baixo custo dos reagentes e elevada freqiiéncia de amostragem.

A metodologia desenvolvida por CLAE, para a analise de oxitetraciclina,
doxiciclina e tetraciclina em leite, apresentou-se eficiente, considerando os
parametros de validagao (limite de deteccgéao, limite de quantificagcéo, linearidade,
precisdo e exatidao), onde os valores encontrados nos limites de quantificacao,
ficaram abaixo do LMR exigido pela Legislagdo em vigor podendo, dessa forma,
ser utilizada como método para deteccdo de residuos de tetraciclinas, pois os
mesmos sao encontrados no leite em concentracdes de tragos.

Os resultados obtidos no estudo do processamento térmico, mostram que
residuos de oxitetraciclina, doxiciclina e tetraciclina, presentes no leite, ndo séo
inativados pelas condigcbes normais de aquecimento. Portanto, procedimentos
usuais de tratamento térmico do leite, ndo podem ser confiaveis para inativar
residuos de agentes antimicrobianos termoestaveis, como as tetraciclinas. A
doxiciclina foi a menos estavel sob as condi¢des térmicas estudadas, ou seja, foi a
tetraciclina que mais se degradou em todos os processamentos analisados (placa
de aqguecimento, forno microondas e fogao). A total inativacao por tratamento
térmico, dos residuos de agentes antimicrobianos presentes no leite, s6 € atingida,
sob condicdes de tempo/temperatura superiores as praticadas pela pasteurizacao
e esterilizagdo, como é o caso das tetraciclinas. Portanto, a melhor forma de
garantir a seguranca no consumo de leite e derivados, com relacdo aos residuos
de agentes antimicrobianos, € o controle na producdo leiteira, onde esses

medicamentos devem ser utilizados de maneira criteriosa e racional.
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No processamento do iogurte, é possivel concluir que os niveis maximos de
concentragdes avaliados de oxitetraciclina (500 ng mL™), doxiciclina (1120 ng
mL™") e tetraciclina (600 ng mL"), adicionadas ao leite, ndo foram suficientes para
inibir a atividade das bactérias acido-laticas, requerendo apenas maior tempo de
incubacdo, para a formagdo do coagulo. Com relacdo a vida-de-prateleira do
iogurte, os resultados demonstraram que quanto maior o tempo de
armazenamento, maior a porcentagem de degradacdo das tetraciclinas, no
iogurte. Quanto a acidificagao, foi observado que quanto maior a concentracao
das tetraciclinas adicionadas as amostras de leite, maiores valores de pH foram
registrados, podendo ser explicado pela inibicdo que as tetraciclinas exercem
frente aos fermentos lacteos havendo, assim, uma diminuicdo na producédo de
acido lactico.

O método proposto para determinacao de riboflavina em leite integral e
desnatado, na presenca de tetraciclinas, apresentou viabilidade pela sua rapidez
na analise, economia, seletividade e, quando comparado com o método
espectrofluorimetrico, nao revelou diferenga significativa (p < 0,05) entre os
resultados obtidos. Quando aplicado na andlise de leite integral e desnatado,
mostrou-se robusto na presenca de substancias fluorescentes como as
tetraciclinas. Consequentemente, o método pode ser aplicado na determinagéo de

riboflavina no leite, sendo apropriado para analises de rotina.
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