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PARAMETROS QUALI-QUANTITATIVO DO LEITE PRODUZIDO NA REGIAO
CENTRAL DE RONDONIA

RESUMO

O Twin Sensor Test ou teste rapido € utilizado para deteccao simultanea de residuos de
antimicrobianos, por exemplo, dos grupos betalactimicos e tetraciclinas em leite. Logo,
define-se a quantidade de antimicrobianos que poderd ser detectado em determinado lote.
Neste estudo, sobre a importancia do acompanhamento do leite para garantir a qualidade do
leite e identificar o percentual de nutrientes e residuos de antibidticos, foram coletadas 500
amostras de leite, no periodo de outubro a dezembro de 2017, oriundos dos municipios de
Ouro Preto D’Oeste, Teixeirépolis, Nova Unido,Urupd e Monte Negro, estado de
Rondénia.Deste total de amostras coletadas, foram selecionadas ao acaso 120 para serem
submetidas ao Twin Sensor Test. As amostras foram analisadas no laboratério de andlises
quimicas do laticinio que recolhe o leite dos produtores diariamente. Foram realizadas
andlises para detectar a presenca dos grupos de antibidticos ampicilina, amoxilina e
cefalexina, que s3o exemplos de betalactamicos, e doxiciclina, oxitetraciclina e
clortetraciclina, que sdo exemplos do grupo de tetraciclinas. Apenas uma amostra apresentou
residuo de antimicrobianos. Os valores médios de CCS e CBT obtidos nas amostras

analisadas estdo acima do preconizado Instru¢do Normativa 62.

Palavras-Chave: betalactimicos, contagem de células somadticas, contagem bacteriana total,

tetracilinas, twin sensor test.



QUALI-QUANTITATIVE PARAMETERS OF MILK PRODUCED IN THE

CENTRAL REGION OF RONDONIA

SUMMARY

The Twin Sensor Test or rapid test is used for the simultaneous detection of antimicrobial
residues, for example, of beta-lactam groups and tetracycline’s in milk. Therefore, the amount
of antimicrobials that can be detected in a particular lot is defined. In this study, about the
importance of monitoring milk to ensure milk quality and identify the percentage of nutrients
and antibiotic residues, 500 milk samples were collected , from October to December 2017,
from the municipalities of Ouro Preto D'Oeste, Teixeirépolis, Nova Unido, Urupd and Monte
Negro, Rondonia State. Of this total, samples were selected at random 120 to be submitted to
the Twin Sensor The samples were analyzed in the laboratory of chemical analysis of the
dairy that collects the milk of the producers daily. Analyzes have been performed to detect the
presence of the antibiotic groups ampicillin, amoxilin and cephalexin, which are examples of
beta-lactams, and doxycycline, oxytetracycline and chlortetracycline, which are examples of
the tetracycline group. Only one sample had antimicrobial residue. The mean values of CCS
and CBT obtained in the analyzed samples are above that recommended in Normative

Instruction 62.

Key words: beta-lactam, somatic cell count, total bacterial count, tetracycline’s, twin sensor

test.
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1. INTRODUCAO

O leite € o resultado das combinagdes de diversos elementos sélidos que se encontram
dissolvidos, suspensos ou emulsionados em dgua. Os elementos sélidos representam
aproximadamente 12 a 13% do leite e a 4gua aproximadamente 87%. Os principais elementos
solidos do leite sdo lipidios (gordura), carboidratos, proteinas, sais minerais e vitaminas. Esses
elementos, suas distribui¢des e interagdes sdo determinantes para a estrutura, propriedades
funcionais e aptiddo do leite para processamento. As micelas de caseina e os glébulos de
gordura sdo responsdaveis pela maior parte das caracteristicas fisicas (estrutura e cor)
encontradas nos produtos licteos.!

Os termos soélidos totais (ST) e extrato seco total (EST) englobam todos os
componentes do leite, exceto a dgua. Por sélidos ndo-gordurosos (SNG) ou extrato seco
desengordurado (ESD) compreendem-se todos os elementos do leite, menos a dgua e a
gordura.’Todo leite industrializado passa por monitoramento e este é realizado por
rastreabilidade e planilhas de controle, bem como por visitas técnicas mensalmente.

Os componentes do leite permanecem em equilibrio, de modo que a relacdo entre eles
€ muito estdvel. O conhecimento dessa estabilidade € a base para os testes que sdo realizados
com o objetivo de apontar a ocorréncia de grupos de antimicrobianos que alteram a qualidade
do leite e que podem trazer danos a saide humana e que podem ser detectados por um simples
teste quimico de rdpida resposta chamado Twin Sensor Test.>

O Twin sensor Test ou teste rdpido determinam a qualidade do leite, detectando a
presenca de antimicrobianos do grupo dos betalactimicos e tetraciclinas. A avaliagdo da
qualidade do leite € realizada por teste de imuno ensaio de ligacdo de receptores e enzimas
para detec¢do qualitativa de antimicrobianos.* O teste consiste em detectar grupos de

antimicrobianos presentes no leite, afim de orientar os produtores que negligenciam a
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dosagem indicada da medida preventiva no rebanho e controlar a qualidade do leite que chega

até os consumidores.’

1.1 RELEVANCIA DO TEMA

O principal problema da contaminacio do leite por antimicrobianos para a industria
consiste na inibi¢do de culturas lacteas sensiveis utilizadas na fabricacdo de queijos, iogurtes
e outros produtos fermentados, dificultando a obtencdo destes produtos ou alterando sua
qualidade.® Outros problemas dizem respeito a formacdio de odores desagraddveis na
manteiga € no creme. A pasteurizagdo tem pouco ou nenhum efeito sobre o contetido de
residuos de antimicrobianos do leite.’

Os problemas ligados a saide publica se devem a possibilidade de
desenvolvimento de reacdes alérgicas ou toxicas nos individuos que ingerem o leite
contaminado com os residuos de antimicrobianos. As reagdes alérgicas se manifestam,
geralmente, como urticdrias, dermatites ou rinites e asma bronquica.® Estas reagdes sdo
relacionadas principalmente com as penicilinas, mas tetraciclinas,estreptomicinas e
sulfonamidas podem também causar esse tipo de reagao.

Reacdes toxicas sdo relacionadas a alguns antimicrobianos com potencial
carcinogénico, isto é, que podem desenvolver tumores em animais de laboratério
(ex.sulfametazinas, nitrofuranos) ou que originam alteracdes hematoldgicas em
individuos susceptiveis (cloranfenicol).® Por isso, nio se admitem residuos dessas
substancias no leite, e elas sio proibidas para tratamento de vacas leiteiras.’

Portanto, a caracterizagdo da possivel contaminagdo por residuos de antimicrobianos
no leite € fundamental para tragar procedimentos que garantam aos consumidores um produto

de qualidade, livre de contaminantes quimicos.’
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1.2 FUNDAMENTACAO

De acordo com o artigo 475 do RIISPOA ‘'entende-se por leite, sem outra
especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa, e ininterrupta, em condi¢cdes de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais deve
denominar-se segundo a espécie de que proceda.” E um alimento de grande importincia na
alimentacao humana, devido ao seu elevado valor nutritivo.

Como fonte de proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e vitaminas, o leite torna-se
também um excelente meio para o crescimento de varios grupos de microrganismos
desejdveis e indesejaveis.!” A durabilidade do leite é limitada pela presenca e multiplicacdo de
microrganismos, que causam modifica¢des fisico-quimicas no mesmo.!!

A classificacdo do leite quanto a qualidade é determinada de acordo com o modo de
producdo, composi¢do, requisitos fisico-quimicos e biolégicos. Recebem as denominacdes
Tipo A e Cru Refrigerado,e esses produtos sdo disponiveis em diferentes teores de gordura:
integral (no minimo 3%), semidesnatado (0,6 2 2,9%) e desnatado (no maximo 0,5%).

Essas denominagdes sdo determinadas a partir da contagem de microrganismos
presentes no leite. A contagem ¢ apresentada na forma geral, no entanto, para cada tipo de

microrganismo existem métodos especificos para sua determinacdo.'?

1.2.1 RESIDUOS DE SUBSTANCIAS QUIMICAS NO LEITE

A qualidade e segurancga alimentar tém recebido cada vez mais atengdo da populacao
mundial, especialmente em relacdo a perigos microbioldgicos e quimicos presentes em

alimentos. Apesar de microrganismos patogénicos serem os agentes mais relacionados a

14,15

enfermidades veiculadas por alimentos >, a presenca de residuos de substancias quimicas
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também € muito comum em todo o mundo. Em leite, antimicrobianos sdo residuos quimicos
detectados com bastante frequéncia, tanto no Brasil como em outros paises,!6-17:18:19:20

A principal fonte de residuos de antimicrobianos em leite € originada do manejo
inadequado de drogas no controle de mastites.!” Essas substincias sdo eliminadas pelo leite
durante seus periodos de caréncia, sendo necessdrio o descarte dessa produgdo. Dessa forma,
a conscientizagdo dos produtores € fundamental para prevencdo de residuos desses
medicamentos em leite.>!? Antimicrobianos do grupo dos betalactimicos sdo os mais
utilizados para tratamento de doencas em rebanhos leiteiros, sendo assim o0s mais
frequentemente detectados no leite. !5

A presenga de residuos de antimicrobianos em leite pode causar varios efeitos
indesejdveis, como selecdo de cepas bacterianas resistentes, no ambiente € no consumidor,
hipersensibilidade e possivel choque anafilatico em individuos alérgicos a essas substancias,
desequilibrio da flora intestinal, além de efeito teratogénico.'4241%-20.23.22

Aproximadamente 5 a 10% da populacdo € hipersensivel a penicilina, e apresentam
reacdes alérgicas ao ingerirem concentracdes de 1 ppb (partes por bilhdio) dessa substincia.!”
Além disso, pequenas quantidades de antimicrobianos determinam resisténcia cronica de
microrganismos presentes no trato intestinal humano.!#2+1720

Além destes problemas, a presenca destas substancias em leite pode causar inibi¢dao na
multiplicacdo de sua microbiota, interferindo nos resultados de andlises laboratoriais de
controle de qualidade, bem como na fabricacdo de derivados como queijos e iogurtes,?*??
sendo responsdveis pela reducdo da producdo de 4cidos e sabores desagraddveis nos derivados
lacteos.!” Ainda, concentracdes de 1 ppb podem atrasar a atividade de culturas starter na

producdo de queijos, iogurtes e manteiga. Antimicrobianos também sao usualmente utilizados

de forma ilegal como agentes na preservagio e reducio da carga microbiana do leite.?>
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Os antimicrobianos tém sido bastante utilizados nas fazendas e até, em muitos casos,
de maneira indiscriminada, seja para fins terapéuticos, principalmente visando a cura de
mamites, ou ainda incorporados a alimentacdo animal como aditivos. Tais procedimentos
conduzem a presenga de residuos de antimicrobianos, representando um risco ao consumidor
e sendo, portanto, um sério problema na drea econdmica e de saide publica.

O abuso de medicamentos veterindrios, especialmente nos paises onde o seu emprego
ndo € controlado rigorosamente, poderia ser corrigido através de informacdes suficientes e
exatas aos usudrios, veiculadas por cooperativas e centros de apoio técnico
governamentais.'®%

A difusdo de boas praticas veterindrias e agricolas levaria a uma reducao dos niveis
destas substéancias, deixando de ser motivo de preocupacio ptiblica.?’ Porém, no Brasil, ndo h4
uma politica de longo prazo para organizar, € principalmente, manter a estrutura adequada
para o controle do uso de medicamentos veterinarios.?®

O sucesso desses programas depende de mudancas de atitude e de manejo, em que o
produtor e os funciondrios desempenham um papel primordial. Nesse sentido, se faz
necessario compreender a importancia da permanéncia dos antimicrobianos administrados aos
animais, bem como a melhor forma de interferir neste processo.27

Em uma revisio sobre o assunto, Costa®® relata que ap6s injecdo de diversos tipos de
penicilinas, constatou-se a presenca de antimicrobianos no leite de vaca, durante 30 a 78
horas, recomendando ndo ser conveniente consumir leite ordenhado nas 96 horas
subsequentes a inje¢ao de um antimicrobiano. Com relacdo a penicilina G, foi verificada a sua
ocorréncia no leite, apés 10 dias da injecdo, ndo podendo ser administrada, portanto, as vacas
lactantes.

A avaliagdo toxicoldgica dos residuos de antimicrobianos em alimentos segue oS

principios elaborados ha cerca de trinta anos pela World Health Organization, dentro do
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programa Codex Alimentarius. Os riscos para a saude incluem os toxicoldgicos-
farmacoldgicos, microbioldgicos e imunopatolégicos. A maioria dos testes disponiveis para
essas andlises, levam em conta geralmente, a seguranca do processo tecnolégico que
envolvem o uso de leite (produ¢do de derivados), mas nio enfatizam a toxicoldgica.

A persisténcia de residuos de antimicrobianos no leite varia com o produto e depende
de vdrios fatores como, por exemplo, dose e via de administracdo.”® E comum o aumento
gradativo das dosagens de antimicrobianos utilizados na terapia de animais, uma vez que o
emprego dessas drogas possibilita a selecdo de bactérias resistentes, principalmente quando
seu uso & indiscriminado.?’ Como consequéncia, tanto as drogas consideradas cldssicas no
arsenal terapéutico, como aquelas de introducdo recente no comércio, vem se tornando
ineficientes.*

Neste sentido, este quadro tende a se agravar, principalmente nos casos de patdégenos,
que tanto infectam animais como humanos. Mesmo quando estes ndo sdo coincidentes,
sempre hd possibilidade de transferéncia dessa resisténcia entre bactérias, inclusive em

espécies diferentes.*

1.2.2 CENARIO DA PRODUCAO LEITEIRA DO ESTADO DE RONDONIA

Rondobnia possui o segundo maior contingente bovino entre os estados da regido
Norte, sendo na atualidade o oitavo rebanho bovino nacional.’ Apresenta um rebanho total de
14.098 milhdes de bovinos, com o rebanho leiteiro sendo de 3.747 milhdes de cabecas. A
producdo didria de litros de leite no estado é de 1.879.798, com a produtividade média por
animal de 5 litros por dia.’!

A producio de leite do Estado entregue a estabelecimentos sob inspec¢ao federal soma

em média 803 milhdes de litros de leite/ano, o que coloca Ronddnia como primeiro produtor
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de leite da regido Norte.” O baixo custo de producio no estado de Rondénia esta relacionado a
mao de obra familiar, abundancia de chuvas, viabilidade de sistemas de producdo de leite a
pasto e producdo direcionada para a industrializacio.*?

As propriedades que abastecem os laticinios do Estado sdo, em sua maioria,
propriedades de pequeno porte. No entanto, mesmo nas pequenas propriedades sdo adotadas
boas praticas de ordenha. A ordenha consiste em parte importante do programa de Boas
Préiticas Agropecudrias — BPA, que tem por objetivo a adocdo de medidas que possam
garantir a seguranga € o bem-estar ndo apenas do animal, mas também do ambiente e do
produtor. Desse modo, segundo o referido programa, a higiene na ordenha € o principio para
que o leite produzido tenha qualidade.*?

Assim sendo, agdes de incentivo ao desenvolvimento da pecudria leiteira vém sendo
realizadas desde o final da década de 1970, a partir da instalagdo de dois laticinios estaduais
para beneficiar, inicialmente, leite in natura, onde mais tarde, iniciou-se a fabricacdo de
queijo e manteiga. A instalacdo destas unidades para processamento do leite produzido em
Rond6nia fomentou o surgimento de inddstrias de pequeno, médio e grande porte, que
atualmente totalizam aproximadamente 80 estabelecimentos capazes de produzir leite ultra
high temperature (UHT), leite e soro em pé, leite condensado, além de queijo e derivados.*

As industrias de laticinios encontram-se distribuidas em todas as regides que
compdem o Estado de Rondonia, as quais sdo responsdveis pelo beneficiamento de mais de
dois milhdes litros/dia. Atualmente o parque industrial possui capacidade instalada suficiente
para produzir anualmente 87 mil toneladas de queijos, 67 milhdes de litros de leite longa vida,
além de 51 milhdes de litros que se destinam 2 producdo de leite em p6.>*

A producdo do leite em RondoOnia atinge niveis significativos, o que explica a
expansao do nimero de industrias, com reflexos no crescimento da oferta de produtos lacteos

advindos do parque industrial rondoniense no mercado nacional. Tal situacdo € reflexo da
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captacao de leite pelas industrias sob Inspecdo Sanitdria Federal, o que coloca Rond6nia como
responsavel por 63% da producdo de leite da regido Norte e oitavo maior produtor nacional de
leite.

O parque industrial lacteo do estado estd composto por 97 industrias, distribuidas em
48 com Servigo de Inspecdo Federal (SIF), 29 com Servico de Inspecao Estadual (SIE) e 38
com Servico de Inspecdo Municipal (SIM), e o mercado consumidor de Rondonia absorve
apenas 35% da producao lactea do Estado e os 65% restantes sdo comercializados com outros

estados da federacdo.>

1.2.3 INSTRUCAO NORMATIVA 62

Em 29 de dezembro de 2011, foi publicada a instrucdo Normativa n° 62, IN 62, que
substitui a IN 51, alterando basicamente o cronograma que rege os parametros de qualidade
do leite. Dessa forma, espera-se que o Brasil continue melhorando a qualidade do leite,
garantindo melhores produtos a populagdo e buscado novos mercados internacionais. Para
isso, todos os elos da cadeia devem estar integrados no esforco comum de produzir leite de
qualidade. A IN 62 estabelece que o leite deverd ser analisado em laboratérios credenciados
para o monitoramento de sua qualidade.®’

A industria deverd enviar, pelo menos uma vez por més, amostras do leite de cada
produtor para andlise em laboratério credenciado na Rede Brasileira de Laboratérios de
Controle de Qualidade do Leite (RBQL). Os produtores receberdo o resultado de suas
andlises. Com isso, 0 MAPA vai acompanhar a qualidade do leite em cada propriedade rural,
e exigir que os problemas detectados sejam resolvidos. >’

As amostras de leite deverdo ser analisadas quanto a Contagem Bacteriana Total

(CBT), bem como no que diz respeito a Contagem de Células Sométicas (CCS), determinacao
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dos teores de gordura, lactose, proteina, solidos totais, solidos desengordurados e pesquisa de
residuos de antimicrobianos.*8

A CBT indica a contaminacdo no leite expressa em Unidade Formadora de Colonia
por mililitro (UFC/ml), demonstrado no Quadro 1 os novos padrdes de exigéncia pela
legislacdo. De modo semelhante, a CCS serve para medir a satide do leite fazendo a contagem
de células somadticas que sdo células oriundas da descamacdo do epitélio da glandula
mamaria, bem como das células de defesa, ou seja, dos leucdcitos que do sangue passam para
o ubere. Em suma, a CCS atua apontando quando ocorre problema de mastite no rebanho
(Quadro 2).3

Importa ressaltar que, com base na instru¢do normativa vigente, os laticinios onde
foram colhidas as amostras para este estudo realizam andlises de rotina por meio de testes de
acidez, lisarol, dornic, densidade, crioscOpia, residuos de antimicrobianos, reconstituinte de
densidade, conservante e neutralizante.

As bactérias se alimentam dos componentes do leite, causando prejuizos para
produtores, industrias e consumidores.’® As bactérias estio em todos os lugares, como na
dgua, na poeira, na terra, na palha, no capim, nos corpos e pelos das vacas, nas fezes, na urina,
nas maos do ordenhador, nos insetos e em utensilios de ordenha sujos. Para se evitar altas
contagens bacterianas € preciso trabalhar com higiene e refrigerar o leite o mais rapidamente
possivel ap6s a ordenha, mantendo refrigerado na propriedade por, no maximo, 48 horas até o
transporte para a industria. Porém, uma vez identificada a presenca de bactérias, o uso de

antimicrobianos acaba sendo inevitavel.>

Tabelal - Decréscimo na Contagem Bacteriana Total Maxima Esperado com o Programa Nacional de Melhoria
na Qualidade do Leite (PNQL)
A partir de 01/01/2012 a A partir de 01/07/2014 a A partir de 01/07/2016 Regides

30/06/2014 — Regides Centro — 30/06/2016 regides Centro — Centro-Oeste, Sudeste e Sul. A
Oeste,Sudeste e Sul. A partir Oeste, Sudeste e Sul. A partir  partir de 01/07/2017 — Regides
de 01/01/2013 a 30/06/2015 — de 01/07/2015 a 30/06/2017 — Norte e Nordeste.
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Regides Norte e Nordeste. Regides Norte e Nordeste.
600.000 UFC/ml 300.000 UFC/ml 100.000 UFC/ml
Fonte: DURR™

Os limites de contagem de células somaticas exigidos pela IN62 também foram

alterados conforme demonstrado no Quadro 2.

Tabela 2- Decréscimo na Contagem de Células Somadticas esperado com o Programa Nacional de Melhoria na
Qualidade do Leite (PNQL)
A partir de 01/01/2012 a A partir de 01/07/2014 a A partir de 01/07/2016 Regides

30/06/2014 — Regides Centro— 30/06/2016 regides Centro— Centro-Oeste, Sudeste e Sul. A
Oeste,Sudeste e Sul. Apartirde  Oeste, Sudeste e Sul. A partir  partir de 01/07/2017 — Regides

01/01/2013 a 30/06/2015 — de 01/07/2015 a 30/06/2017 — Norte e Nordeste.
Regides Norte e Nordeste. Regides Norte e Nordeste.
600.000 UFC/ml 500.000 UFC/ml 400.000 UFC/ml

Fonte: DURR*

Além do teste mencionado para detec¢do de antimicrobianos, Twin Sensor Test, é
importante salientar a existéncia de outros também eficazes em detectar essas substancias tais
como o indexx e o eclipse. O teste indexx € um teste enzimdatico que permite resultados em
curto espaco de tempo, ou seja, € um teste rapido onde o resultado se mostra em cores € em
apenas 10 minutos.* J4 o teste eclipse, assim como o indexx, também é um teste rdpido cuja
fungdo € identificar inibidores do leite, ou seja, se o leite em andlise tem a presenca de

antimicrobianos em sua composi¢io.**

1.2.4 Analise de Composicao do Leite

Além de determinar a CBT e a CCS no leite de cada produtor rural, os laboratérios da
Rede Brasileira de Laboratorios de Controle de Qualidade de Leite (RBQL),ainda analisam a
composi¢ao do leite entregue para a industria, € comparam com os valores padrdes exigidos

pela legislagcao vigente conforme Quadro3.
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Tabela 3 - Composi¢do Minima do Leite Cru Refrigerado exigidos pela IN 62.

Gordura (%) Proteina (%) Sélidos ndo gordurosos (%)

3,0 2,9 8,4
Fonte: DURR*

Assim sendo, compreende-se que, as andlises laboratoriais da composi¢do do leite,
consistem em verificacdes realizadas em amostras do mesmo e possuem como principal
funcdo verificar a qualidade do produto, bem como se este apresenta alguma alteracdo em sua
composi¢do como, por exemplo, tragos de antimicrobianos.

Tendo como referéncia os valores elencados no quadro acima, qualquer alteracao
apresentada nos testes realizados deve ser verificada para que o problema seja identificado e

resolvido com a maior brevidade possivel.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho teve como objetivo detectar residuos de antimicrobianos no leite produzido

em 5 municipios da regido central do estado de Ronddnia, utilizando o Twin sensor test.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

De maneira especifica, pretendeu-se avaliar amostras do leite quanto a presenca dos
grupos de antimicrobianos que sdao mais utilizados no combate da mastite (inflamacgdo das
glandulas mamarias), sendo estes: ampicilina, amoxilina e cefalexina, que sdo exemplos de
betalactamicos; doxiciclina e clortetraciclina que pertencem ao grupo de tetraciclinas, por

meio da utilizagdo do Twin sensor test.
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Pretendeu-se, ainda, realizar andlises quanto a contagem bacteriana total (CBT), bem
como de células somdticas (CCS), extrato seco desengordurado (ESD), gordura e proteinas e

comparar os resultados com os exigidos na IN62.

2. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa realizada para elaboragdo deste estudo partiu inicialmente de uma revisao
bibliografica sobre a temdtica escolhida para o desenvolvimento do mesmo. Para tal, foi
estruturada uma Fundamentagdo Tedrica que viabilizasse atingir os objetivos propostos para
serem alcangados pelo mesmo.

Assim sendo, ressalta-se que a pesquisa bibliogrifica foi a base utilizada para a
elaboracdo deste e como fonte utilizou-se literaturas encontradas em livros, artigos
disponiveis em bibliotecas fisicas e virtuais como a plataforma Scielo e demais revistas sobre
0 assunto.

Sequencialmente, a pesquisa seguiu com a parte pratica, na qual foram coletadas 500
amostras de leite fornecidos pelos produtores rurais dos municipios de Ouro Preto do Oeste -
RO, Nova Uniao - RO, Teixeir6polis - RO, Monte Negro - RO e Urupa - RO, entregues em
laticinio na regido central do estado de Ronddnia, no periodo de outubro a dezembro de 2017.
O laticinio em que foi feito a pesquisa para o desenvolvimento desse estudo possui selo
federal de fiscalizagdo do Servico de Inspecdo Federal (SIF),e trabalha de acordo com as
exigeéncias descritas na Instrucdo Normativa 62.

As 500 amostras de leite coletadas foram processadas para andlises de rotina do
laticinio e enviadas para o laboratério do programa de andlises de rebanhos leiteiros da
Associacdo Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (PARL/APCBRH) em

Curitiba/PR.
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No Laboratério (PARL/APCBRH), as andlises de gordura, proteina, lactose e s6lidos
totais foram realizadas através do equipamento Bentley 2000 da Bentley Instruments Inc.,
Chasca Minessota USA. Este equipamento analisa os componentes fisico-quimicos por ondas
na faixa do infravermelho préximo, sendo aprovado pela IDF (1980) e AOAC (1980).

As contagens de células somdticas (CCS) foram realizadas em contador eletronico
(SOMACOUNT 500), onde os nucleos das células® foram corados com o corante brometo de
etidion e expostos ao raio laser, refletindo luz vermelha (fluorescéncia). Os sinais s@o
transformados em impulsos elétricos que sao detectados por um fotomultiplicador e
transformados em contagens, cujos resultados foram visualizados no equipamento e
impressos. Importa ressaltar que os resultados de CCS foram transformados ou nao em log10.

Esta técnica € conhecida como citometria de fluxo com andlise de composi¢ao a laser.
A citometria surgiu a partir da ideia aprimorada do microscépio, da necessidade de mediacdo
celular, ou seja, quantificar e qualificar células com maior rapidez e precisdao. Foi
desenvolvida por Andrew Moldavan em meados de 1934.*!

Posteriormente, foram selecionadas, a partir do universo de 500 amostras coletadas,
um total de 120 amostras, 24 amostras por municipio de origem, para avaliacdo da presenca
ou nao de antimicrobianos no leite, utilizando o Twin Sensor Test.

O Twin Sensor Test € baseado em receptores no formato de tira reativa para detec¢io
rdpida e simultdnea de antimicrobianos B-lactdmicos e tetraciclinas em amostras de leite,
conforme exposto na Tabela 2. Este teste apresenta como caracteristicas 0 monitoramento
rapido, utilizando seis minutos de tempo total (testing time) por amostra; ¢ um método
multianalitico, pois detecta B-lactdmicos e tetraciclinas; de simples interpretacdo dos
resultados; ndo ha necessidade de preparacdo das amostras; além de apresentar formato

flexivel e robusto.*
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O procedimento do Twin Sensor Test consiste em adicionar 200ul (0,2ml) de leite no
microtubo, incubar a amostra por 3 minutos a 40°C, em seguida, € submergido a tira reativa
no microtubo, permanecendo incubado por mais 3 minutos a 40° C. Apds este intervalo sdao
visualizadas as linhas coloridas que surgem na tira (Figura 1). *

O teste € composto por 12 embalagens com 8 tiras reativas, uma micropipeta de 200ul,
96 pontas descartaveis, 1 laudo de conformidade, 1 controle positivo e negativo,1 manual de

instrucdes. 4

Tabela 4: Sensibilidade do teste (Twin Sensor Test) aos antimicrobianos e limites maximos de residuos (LMR),
validados para leite cru, pasteurizado, UHT, concentrado e soro do leite.

Grupo de antimicrobianos Substancia Limites de detecc¢do (ppb) LMR (Codex 2012)

Betalactamicos Penicilina G 2-3 4
Penicilinas Ampicilina 3-4 4
Amoxicilina 3-4 4

Oxacilina 12-18 30

Cloxacilina 6-8 30

Dicloxacilina 6-8 30

Nafcilina 30-50 30

Betalactamicos Cefacetrila 30-40 125
Cefalosporinas Cefalonio 3-5 20

Cefalexina >750 100

Cefazolina 18-22 50

Cefoperazona 3-4 50

Cefquinoma 20-30 20

Ceftiofur 10-15 100

Cefapirina 6-8 60

Tetraciclinas Clortetraciclina 30-40 100

Doxiciclina 10-15 100

Oxitetraciclina 50-60 100
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Tetraciclinas 80-100 100

Fonte: CAP-LAB*

Figura 1 - Passo a passo da conducdo do teste Teste Twin sensor.
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Fonte: CAP-LAB*

Desse modo, a pesquisa norteadora desse estudo foi bibliografica, bem como de
campo, quantitativa e, aliada aos testes permitiu que se chegasse aos resultados necessdrios a

uma conclusdo para esse estudo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 120 amostras analisadas para deteccdo da presenca de antimicrobianos, apenas
uma apresentou resultado positivo para tetraciclina. Ndo foi encontrado residuos de

betalactimicos em nenhuma das amostras analisadas. A incidéncia de apenas uma amostra
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com antimicrobianos consiste em um resultado bastante significativo no sentido de que o leite
produzido em Rondo6nia possui boa qualidade.

O percentual médio de gordura das amostras analisadas foi de 3,32. Este resultado esté
de acordo com o preconizado na IN 62, que exige o minimo de 3,00% (Figura 2). Porém, vale
ressaltar que um total de 54 amostrar analisadas apresentaram teor de gordura menor que

3,00%, ou seja, 10,80% das amostras.
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Figura 2 - Teor de gordura do leite em amostras coletadas em propriedades na regido central do estado de
Rondodnia

O percentual médio de proteina das amostras analisadas foi de 3,17. Este resultado
estd de acordo com o preconizado na IN62, que exige o minimo de 2,90% (Figura 3). De um
total de 500 amostras analisadas, 21 apresentaram porcentagem de proteina inferior a 2,90%,

ou seja, 4,20% das amostras.
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Figura 3 - Teor de proteina do leite em amostras coletadas em propriedades na regido central do estado
de Rondonia.

O percentual médio de ESD das amostras analisadas foi de 8,60. Este resultado esté
dentro do valor preconizado na IN62, que exige o minimo de 8,40% (Figura 4). De um total

de 500 amostras analisadas, 38 apresentaram porcentagem de ESD inferior a 8,40%, ou seja,

7,60% das amostras.
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Figura 4 - Porcentagem de extrato seco desengordurado (ESD) em amostras coletadas em propriedades
na regido central do estado de Ronddnia.

De acordo com o artigo 476 do Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria de

Produtos de Origem Animal (RIISPOA), considera-se leite normal, o produto que apresente,
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entre as demais especificagdes, teor de lactose minimo de 4,3%. O percentual médio de
lactose obtido nas amostras analisadas foi de 4,49% (Figura 5). De um total de 500 amostras

analisadas, apenas 23 estavam em desconformidade para esta caracteristica, ou seja, 4,6% das

amostras.
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Figura 5 - Teor de lactose do leite em amostras coletadas em propriedades na regido central do estado de
Rondb6nia.

O artigo 476 do Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) considera o teor minimo de sélidos totais presente no leite normal
de 11,5% (Figura 6). O valor médio obtido em amostras coletadas em propriedades na regido
central do estado de Rondonia foi de 11,93%, com apenas 43 amostras ou 8,6% abaixo do

valor minimo preconizado no RIISPOA.
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Figura 6 - Teor de sélidos totais do leite em amostras coletadas em propriedades na regido central do estado de
Rondonia.
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A quantidade média de CCS obtida nas amostras analisadas foi de 414.294
células/mL, lembrando que a quantidade méxima permitida pela IN 62 ¢ de 400.000
células/mL (Figura 7). Das 500 amostras analisadas para CCS, um total de 233 apresentaram
valores acima de 400.000 células/ml, ou seja, 46,6% das amostras. E importante destacar que
20 amostras analisadas apresentaram valores superiores ao dobro permitido pela IN 62 e em

14 destas amostras foram identificados valores de CCS superiores a 1.000.000 de células/ml.
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Figura 7 — Contagem de células somaticas (CCS) em amostras coletadas em propriedades na regido central do
estado de Rondonia.

O valor médio de CBT obtido nas amostras oriundas da regido central do estado de
Rondonia foi de 195.426 UFC/mL, acima da quantidade méxima permitida pela IN 62 que é
de 100.000 células/mL (Figura 8). Das 500 amostras analisadas para CBT, um total de 198
apresentaram valores acima de 100.000 células/ml, ou seja, 39,6% das amostras. E importante
destacar que 191 amostras analisadas apresentaram valores superiores ao dobro permitido pela

IN 62.
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Figura 8 — Contagem bacteriana total (CBT) em amostras coletadas em propriedades na regido central do estado

de Rondonia.

Os resultados obtidos por meio desta pesquisa possuem grande semelhanga com os

resultados obtidos por Alves (et al., 2016) que detalha o seguinte:

Segundo Nero (2007), das 210 amostras de leite cru coletadas em sua pesquisa em
quatro regides produtoras do Brasil, foram detectadas 24 amostras (11,4%), sendo
13 (20,6%) em PR, 4 (8,0%) em SP, 4 (8,5%) em MG, e 3 (6,0%) em RS. Ja Ferreira
(2014), analisou 86 amostras de leite in natura no municipio de Teresina no Piaui, de
cinco produtores (A, B, C, D e E), apenas 2 (2,33%) amostras do mesmo produtor
(D) apresentaram resultado positivo em relacdo a presenca de residuos de
antibidticos. Magnavita (2012) avaliou a presenca de residuos de antimicrobianos,
por meio do uso de kit’s Delvotest® SP-NT, 240 amostras em 20 marcas de leite
pasteurizado, sob Inspe¢do Estadual, adquiridas em estabelecimentos comerciais de
cidades do Estado da Bahia, e quantificar as tetraciclinas (oxitetraciclina e
tetraciclina) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). No teste de
triagem, foram identificadas 19 amostras positivas (7,9%), 24 suspeitas (10,1%) e
197 negativas (82,0%). Das 43 amostras positivas e/ou suspeitas analisadas por
CLAE, em 40 (93%) foram detectadas e quantificadas a presenca de oxitetraciclina e
em 13 amostras (30%) a tetraciclina.

Em se tratando de andlises para detectar a presenca de residuos de antibidticos,

observa-se com base na abordagem da autora citada que, esta ndo € uma pratica recente e que,

as amostras podem tanto ser obtidas diretamente do produtor quanto nos comércios da regido

onde se realiza a pesquisa, sendo o fator mais importante a obten¢do de um resultado que

possibilite chegar a uma determinada conclusao.
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No que se refere a presenga de residuos de antimicrobianos nas amostras de leite, a

autora ainda afirma que:

[...] apesar da maioria ter apresentado resultado negativo, dentre as que apresentaram
resultado positivo e/ou suspeito no teste de triagem, todas apresentaram
concentragdes das tetraciclinas superiores ao LMR. Silva, et al (2014) identificaram
a presenca de residuos de antibidticos em leite de células de refrigeracdo, na
mesorregido sul do Estado do Pard. Foram utilizados os Kits Delvotest® SP-NT para
analisar 50 amostras de leite estocados em tanques de refrigeracdo nas propriedades
rurais de quatro municipios. Os resultados mostraram a presenca de residuos de
antibidticos em 4 amostras (8%), sendo 2 (4%) em Concei¢do do Araguaia e 2 (4%)
em Redencio.

Assim como na pesquisa de Alves (et al., 2016), a pesquisa em tela foi realizada com
testes padronizados, sendo ele o Twin Sensor Test e obteve resultados satisfatérios no sentido
de detectar residuos de antimicrobianos no leite produzido em 5 municipios da regido central

do estado de Rondonia, utilizando o teste mencionado.

4. CONCLUSAO

Menos de 1% das amostras oriundas de 5 municipios da regido central do estado de
Rondonia apresentaram residuos de antimicrobianos, todavia, os valores médios de CCS e
CBT estdo acima do preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento na
Instrucdo Normativa 62, de 29 de dezembro de 2011.

Considerando a quantidade de amostras analisadas, 1% € um valor minimo, o que
possibilita concluir que o leite dos municipios pertencentes a regido analisada € possui
qualidade suficiente para ser comercializado. Tal conclusdo é importante, pois um leite de boa
qualidade € essencial para que tanto este, quanto os produtos derivados do mesmo possam ser
comercializados e consumidos sem que haja dano a saide do consumidor.

E importante ressaltar que ha uma rigorosa fiscalizagdo do leite e produtos derivados

ndo apenas na regido onde ocorreu a pesquisa, mas em todo o Estado de Rondo6nia realizadas
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pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA que visam garantir a
qualidade do leite produzido.

No entanto, € necessdrio que os produtores prezem por adotar melhores préticas na
producdo do leite para que o mesmo esteja de acordo com o estabelecido pela instrugdo
normativa 62 e, consequentemente com uma qualidade superior a detectada pelos testes

realizados.
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