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APRESENTACAO

A obra intitulada “Préatica e Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia 3 esta dividida em
2 volumes totalizando 34 artigos cientificos que abordam tematicas como elaboracao de
novos produtos, embalagens, analise sensorial, boas praticas de fabricagéo, microbiologia
de alimentos, avaliagéo fisico-quimica de alimentos, entre outros.

Os artigos apresentados nessa obra sdo de extrema importancia e trazem assuntos
atuais na Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Fica claro que o alimento in natura ou
transformado em um produto precisa ser conhecido quanto aos seus nutrientes, vitaminas,
minerais, quanto a sua microbiologia e sua aceitabilidade sensorial para que possa ser
comercializado e consumido. Para isso, se fazem necessérias pesquisas cientificas, que
comprovem a composic¢ao, beneficios e atestem a qualidade desse alimento para que o
consumo se faga de maneira segura.

Diante disso, convidamos os leitores para conhecer e se atualizar com pesquisas
na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos através da leitura desse e-book. Por fim,
desejamos a todos uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera

Natiéli Piovesan

Juliana Késsia Barbosa Soares
Ana Carolina dos Santos Costa
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RESUMO: A contaminagdo do leite por
residuos de antibiéticos é um problema de
ordem mundial e representa riscos a saude
dos consumidores. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver uma ferramenta para investigar a
contaminagéo de leite por residuos de Tilosina,
empregando Espectroscopia no Infravermelho
com Transformada de Fourier (IVTF) associada
a Andlise de Componentes Principais (ACP).
Foram coletadas amostras de leite de vacas
saudaveis, fraudadas pela adicdo do padrao de
Tilosina em diferentes concentragcdes (10-100
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mg L-1). Os dados espectrais foram submetidos
a analise multivariada. Na ACP observou-se
a tendéncia de formagédo de grupos em razéo
da origem das amostras, independentemente
da concentracdo de Tilosina. Demonstra-se o
potencial da espectroscopia no infravermelho
associada a quimiometria como ferramenta para
rastrear a origem de amostras contaminadas
por residuos de antibiético, o que é util para o
controle de qualidade e seguranca de alimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Leite, Tilosina, IVTF, ACP.

INFRARED SPECTROSCOPY
AND CHEMIOMETRY: TOOL FOR
INVESTIGATING MILK CONTAMINATION
BY ANTIBIOTIC RESIDUES

ABSTRACT: Contamination of milk by antibiotic
residues is a worldwide problem and represents
health risks to consumers. The objective of
this work was to develop a tool to investigate
milk contamination by Tylosin residues, using
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
associated with Principal Component Analysis
(PCA). Milk samples were collected from
healthy cows, adulterated by adding the Tylosin
standard in different concentrations (10-100
mg L-1). The spectral data were submitted to
multivariate analysis. In the PCA, the tendency
of group formation was observed due to the
origin of the samples, independently of the
Tylosin concentration. This demonstrates the
potential of infrared spectroscopy associated
with chemometrics as a tool to trace the origin
of samples contaminated by antibiotic residues,
important information for quality control and food
safety.
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11 INTRODUGAO

Os medicamentos veterinarios sdo amplamente utilizados para prevenir e tratar
doencas e para aumentar a taxa de crescimento e a eficiéncia alimentar (LI et al., 2018).
O uso de medicamentos veterinarios para tratar mastites em rebanhos leiteiros € uma
pratica usual nos sistemas de producdo (BERRUGA et al.,, 2016). A Tilosina tem se
destacado no tratamento de vacas lactantes no combate a mastite (LITTERIO et al., 2007).
Atilosina (C,;H,,NO,.) € um antibi6tico macrolideo de amplo espectro produzido por cepas
de Streptomyces fradiae (COSTA et al., 2013) e é um dos antibiéticos mais comumente
usados em escala global, devido ao preco relativamente baixo e a alta eficiéncia contra
varias infeccbes bacterianas (DONG, YIN e GUO, 2018). O valor maximo permitido para
Tilosina em leite é de 50 ppb (SEHATI et al. 2015).

O uso inadequado ou o desrespeito ao periodo de caréncia podem resultar em
residuos de antibidticos no leite, que podem causar efeitos toxicos e representam sérios
riscos & saude dos consumidores (ROMERO-GONZALEZ et al., 2011; ZHOU et al., 2018).
A analise de residuos de antibidticos em leite é usualmente feita principalmente usando
métodos cromatograficos acoplados a diferentes sistemas de detec¢do. No entanto,
esses métodos requerem pessoal qualificado, sdo caros e exigem procedimentos de pré-
tratamento de amostra (FERNANDEZ et al., 2011; CONZUELO et al., 2014)

Varias técnicas estdo disponiveis para a deteccdo de residuos de antibidticos em
alimentos de origem animal, mas esses métodos geralmente sdo dispendiosos, complexos
e demorados. Portanto, existe a necessidade do desenvolvimento de novos métodos,
mais simples, rapidos e confiaveis (HERNANDEZ et al., 2015). A Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) se destaca por ser uma técnica nao
destrutiva e rapida, sendo amplamente utilizada como ferramenta eficaz para ampla gama
de problemas de adulteracdo de alimentos (RODRIGUEZ-SAONA e ALLENDORF, 2011).

A espectroscopia no infravermelho tem sido empregada para a investigacdo de
adulterantes (CASSOLI et al., 2011; POONIA et al., 2017) e residuos de medicamentos em
leite (LUIZ et al., 2014; LUIZ et al., 2018). Atualmente, a espectroscopia no infravermelho
esta sendo usada em combinacdo com quimiometria em diferentes areas para anélise
de alimentos (HERNANDEZ et al., 2015). O uso de espectroscopia no infravermelho
associada a quimiometria tem proporcionado avancos nas areas de controle de qualidade
e seguranca alimentar.

Considerando que contaminac&o do leite por residuos de antibidticos € um problema
de seguranca alimentar mundial e que exige o desenvolvimento de novos métodos, este
estudo teve por objetivo desenvolver uma ferramenta para investigar a contaminacéo
de leite por residuos de Tilosina, empregando Espectroscopia no Infravermelho com
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Transformada de Fourier (IVTF) associada a Analise de Componentes Principais (ACP).

21 METODOLOGIA

2.1 Amostras

Em 8 propriedades rurais foram coletadas amostras de leite cru (1 L) de vacas
Holandés/Zebu saudaveis (ndo consumiram antibiéticos nos ultimos 30 dias). As amostras
foram conduzidas sob refrigeracdo para o Centro de Estudos em Leite da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia em Itapetinga-BA. As amostras foram codificadas para
distinguir o local de onde foram coletadas.

2.2 Adulteracao das amostras

As amostras foram divididas em 11 aliquotas, uma sem adicdo de antibidtico
(branco) e as demais foi acrescentada uma solugéo de Tilosina (Sigma-Aldrich, EUA) em
leite (100,0 mg L") em diferentes volumes para obter as concentracdes de 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug L. As aliquotas foram transferidas para recipientes plasticos
préprios, contendo quantidades iguais do bactericida Bronopol (2-bromo-2-nitropropano-
1,3-diol), e armazenadas sob refrigeragédo por 24 h para as analises por espectroscopia no
infravermelho.

2.3 Analise por espectroscopia no infravermelho

As amostras de leite (puras e fraudadas com Tilosina) foram analisadas na regido
do infravermelho médio (1000-3000 cm), diretamente em equipamento IVTF modelo
DairySpec FT da marca Bentley Instrument (EUA). Os espectros foram gerados com o
software Origin 8.0 (OriginLab, EUA).

2.4 Analise de Componentes Principais

Os dados espectrais foram padronizados para média igual a zero e desvio padrdo
igual a 1. Foi aplicada ACP aos dados padronizados utilizando o software Statistica 7.0
(Stat-Soft Inc., USA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise por espectroscopia no infravermelho médio

A caracterizacdo do espectro de leite (Figura 1) foi realizada relacionando-se a
posicédo das bandas de absorgéo e os componentes do leite: lactose, lipideos e proteinas.
As bandas de absor¢é&o (nUmero de onda) foram associadas a caracteristicas estruturais
das moléculas organicas presentes no leite (Tabela 1).
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Figura 1. Espectro do leite puro na regiao do infravermelho médio (1000-3000 cm™).

Numero de onda (cm™) Grupo funcional Componente
1043 C-0-C Lactose
1072 C-C Lactose
1111 C-H Lactose
1161 C-0-C Lactose
1248 C-H / N-H (amida terciaria) Proteinas
1316 C-H Proteinas
1379 C-H Lipideos
1405 C-H Lipideos
1458 C-H Lipideos
1542 N-H (amida secundaria) Proteinas
1631 C=0 (amida primaria) Proteinas
1673 C=0 (amida secundaria) Proteinas
1744 Cc=0 Lipideos
2340 CH? Lipideos
2853 CH? Lipideos
2925 CH? Lipideos

Tabela 1. Bandas de absorgéo e os relacionados grupos funcionais dos componentes do leite.
A caracterizacdo da lactose é baseada nas bandas de absorgcdo atribuidas aos

grupos funcionais C-O, C-C e C-H. Os picos relacionados a lactose estdo associados aos
numeros de onda 1043, 1072, 1111 e 1161 cm™'. As bandas que caracterizam as moléculas
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de gordura do leite séo atribuidas a vibracdes de &cidos graxos. Os picos relacionados
aos lipidios estdo associados aos numeros de onda 1379, 1405, 1458, 1744, 2340, 2853 e
2925 cm™'. As bandas de absorg¢éo que caracterizam as proteinas do leite sdo relacionadas
a amidas. Os picos relacionados as proteinas séo atribuidos aos niumeros de onda 1248,
1316, 1542, 1631 e 1673 cm™' (CONCEICAO et al., 2019).

Os espectros de leite fraudado com Tilosina em diferentes concentragdes
apresentaram as mesmas bandas de absor¢do observadas no leite puro, de modo que ndo
houve diferenca visual entre os espectros das amostras puras e fraudadas.

3.2 Analise de Componentes Principais

A ACP foi aplicada aos dados padronizados de todas as amostras de leite puro e
fraudado com Tilosina. Foram obtidas 16 componentes principais (Tabela 2). E possivel
reduzir o numero de componentes principais (CPs) a serem analisadas descartando CPs
que tenham variancia pequena, analisando apenas aquelas que explicam a maior parcela
da variacao total. Outro critério para determinar o numero de CPs analisadas baseia-se
na escolha de CPs com autovalores = 1 (STEINER et al., 2008). Seguindo estes critérios,
apenas as componentes principais 1 e 2 foram analisadas.

A componente principal 1 (CP 1) explica 79,33% da variacdo total dos dados,
enquanto a componente principal 2 (CP 2) explica 12,21% da variacdo. Desta forma,
as projecbes CP 1 x CP 2 explicam a maioria da variabilidade dos dados experimentais
(91,54%). O gréfico de escores (Figura 2) apresenta a projecdo das amostras e o grafico
de pesos (Figura 3) exibe as variaveis (bandas de absor¢édo) que mais influenciaram a
separacdo das amostras.

Variancia explicada

CcP Autovalor (%) Variancia total (%)
1 12,69313 79,33206 79,3321
2 1,95420 12,21377 91,5458
3 0,70234 4,38960 95,9354
4 0,37210 2,32563 98,2611
5 0,11847 0,74041 99,0015
6 0,07672 0,47952 99,4810
7 0,02324 0,14527 99,6263
8 0,01553 0,09707 99,7233
9 0,01281 0,08006 99,8034
10 0,00799 0,04995 99,8533
11 0,00650 0,04066 99,8940
12 0,00454 0,02838 99,9224
13 0,00425 0,02654 99,9489
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14 0,00378 0,02361 99,9725
15 0,00243 0,01518 99,9877
16 0,00197 0,01230 100,0000

Tabela 2. Autovalores e variancia explicada pelas componentes principais.

4

CP2:1221%
o

m :

=
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CP1:79,33%

Figura 2: Grafico de dispersao das amostras no fator-plano CP 1 x CP 2.

As amostras do mesmo local de aquisicdo estdo codificadas pela mesma letra (de
A a H) seguida da concentracdo de Tilosina (de 0 a 100) e marcadas pela mesma cor.
A projecdo das amostras no grafico de escores expde que as amostras sdo agrupadas
em funcdo da origem das amostras e ndo em relagdo a concentragdo de Tilosina nas
amostras, uma vez que as amostras de leite com e sem tilosina oriundas do mesmo local
estdo reunidas. Mesmo as amostras que estdo mais proximas no grafico (C, D e F) néo se
confundem, ndo ha sobreposicdo das cores. Sendo assim, sugere-se que, ainda que as
amostras sejam oriundas de localidades proximas, seria possivel distingui-las empregando
analises multivariadas aos dados espectrais do leite.
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Figura 3: Grafico de projecao das variaveis (bandas de absor¢do — nimero de onda) no fator-
plano CP 1 x CP 2.

Aanalise conjunta dos graficos de escores e de pesos indica que bandas de absor¢céo
de lipideos (1744, 2853 e 2925 cm') sdo fortemente responsaveis pela segregacado das
amostras C, D e F e pela distincdo desse grupo das amostras H. No caso das amostras
E, sua separacéo é principalmente relacionada as bandas de absorcdo 1111 (atribuida
a lactose) e 1673 cm™ (associada a proteina), também responsaveis pela distincdo das
amostras E das B. Para as amostras A, as principais bandas de absorc¢éo relacionadas sdo
1043 (atribuida a lactose) e 1405 cm™ (associada a proteina), que as distinguem amostras
G.

Cada amostra gera um espectro, cujos dados podem ser usados para estimar os
teores de seus componentes, pois dispde de varias bandas de absorgcdo associadas a
caracteristicas estruturais das moléculas organicas presentes no leite. Como demonstrado
na analise ACP, essas caracteristicas espectrais, relacionadas a composicdo do leite,
variaram com o local de producao do leite.

E sabido que varios fatores influenciam na composicao do leite. Fatores ambientais,
por exemplo, afetam a producéo, qualidade e composicao de leite, quanto a concentracédo
de proteinas, gordura e lactose (NORO et al., 2006; QUEIROGA et al., 2007).

A analise por ACP evidenciou ainda que a concentracao de Tilosina nas amostras
ndo afetou a separagdo das amostras. A faixa de concentragéo foi definida de acordo com
o Limite Maximo de Residuo (LMR) permitido em legisla¢do para Tilosina em leite (50 pyg
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L). A concentragdo maxima foi estabelecida como o dobro do LMR.

Diante do exposto, demonstra-se que com a metodologia proposta neste estudo,
uma amostra contaminada por residuos de Tilosina, mesmo que em baixas concentracoes,
pode ter a regido de origem identificada aplicando ferramentas quimiométricas, como ACP,
aos dados espectrais do leite. Ressalta-se ainda que a composi¢éo do leite ja é usualmente
determinada por espectroscopia no infravermelho médio (CONCEICAO et al., 2019).

Esta proposta tem relevancia para o controle de qualidade e seguranca de alimentos.
Se for verificado que uma amostra estd contaminada por residuos de antibi6ticos, o que
pode ser feito de forma rapida e precisa em ensaios de rotina por métodos de triagem
como testes microbiologicos (CONZUELO et al. 2014), e houver um banco de dados da
composicéao de leite de diferentes regides ou disponivel uma amostra de determinada regiéo
suspeita, pode-se aplicar a metodologia proposta neste estudo para rastrear a origem da
amostra contaminada.

41 CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que quimiometria associada a espectroscopia no
infravermelho € uma ferramenta simples, rapida e de baixo custo para a investigacao
de residuos de antibiético diretamente no leite, sem necessidade de aplicar métodos de
extracdo. Destaca-se ainda que essa proposta pode ser incorporada a rotina de andlise de
leite, proporcionando ganhos em termos de segurancga alimentar.
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