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FT-NIR associado a método quimiométrico
para discriminar residuos de antimicrobianos e
antiparasitario no leite

FT-NIR coupled to chemometric method to discriminate
antimicrobial and antiparasitic residues in milk

Resumo

Introdugdo: O leite € um dos alimentos mais consumidos pelos seres humanos.
Proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos e sais minerais fazem parte de sua
composicdo e desempenham importantes func¢ées para a nutricdo humana. A pratica
de adulteracdo no leite é antiga e ainda se faz presente nos dias de hoje em diversos
palses, inclusive no Brasil. A fim de obter lucro maior, alguns fornecedores costumam
adicionar ao leite: dgua, amido, citrato, ureia, soda caustica, cloreto de sddio, sacarose,
soro do leite, melamina e outros componentes. No entanto, ainda ha outro problema,
o da contaminagdo do leite por medicamentos veterinarios. Estes podem causar
danos a saude do consumidor e prejuizos para a producdo de seus derivados.
Objetivo: O presente trabalho prop8e uma metodologia que permite detectar de
maneira rapida a presenca de residuos de medicamentos veterinarios em leites,
dentro do limite maximo de residuos de cada droga. Métodos: Fez-se o uso da
espectroscopia no infravermelho préximo por transformada de Fourier associada a
analise de componentes principais. A espectroscopia no infravermelho tem sido
utilizada ndo somente para a autenticidade de laticinios, mas para determinar sua
qualidade. Resultados: Conseguiu-se detectar resfduos de penicilina, oxitetraciclina e
enrofloxacino, e também do antiparasitério ivermectina nas amostras de leites.
Conclusdo: A metodologia detectou de maneira rapida e precisa os resfduos das
drogas analisadas, mesmo em concentra¢cdes muito baixas. Assim, é uma op¢do a
outras existentes, ja utilizadas para tal objetivo.

Palavras-chave:  Antibiético.  Medicamento.  Quimiometria.  Ivermectina.
Infravermelho.

Abstract

Introduction: Milk is one of the most consumed foods by humans. Proteins, vitamins,
fat, carbohydrates and minerals are part of its composition and play important roles
in human nutrition. The practice of adulteration in milk is old and is still present today
in several countries, including Brazil. In order to obtain a higher profit, some suppliers
usually add to the milk: water, starch, citrate, urea, caustic soda, sodium chloride,
sucrose, whey, melamine and other components. However, there is still another
problem, that of contamination of milk by veterinary medicines. These can cause
damage to the health of the consumer and damage to the production of its derivatives.
Objective: The present work proposes a methodology that allows to quickly detect the
presence of residues of veterinary medicines in milk, within the maximum residue limit
of each drug. Methods: The use of spectroscopy in the near infrared by Fourier
transform associated with the analysis of principal components was used. Infrared
spectroscopy has been used not only for the authenticity of dairy products, but to
determine their quality. Results: It was possible to detect residues of penicillin,
oxytetracycline and enrofloxacin, and also of the antiparasitic ivermectin in the milk
samples. Conclusion: The methodology fastly and accurately detected the residues of
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the analyzed drugs, even in very low concentrations. Thus, it is an option to other
existing ones, already used for this purpose.

Keywords: Antibiotic. Drugs. Chemometrics. lvermectin. Infrared.



@ Deteccao de Medicamentos em Leites

INTRODUCAO

Nos mamiferos, o leite é a primeira fonte de alimento, sendo primordial para a saude futura dos
individuos. Em humanos, ele continua a fazer parte da alimentacdo mesmo na fase adulta, seja pela sua
ingestdo direta, ou por meio de seus derivados.

O leite mais comercializado no Brasil é aquele oriundo de vacas, que apresenta diversos componentes,
entre os quais se destacam: protefnas (3,3%), gordura (4,0%), lactose (4,3%), além de vitaminas e sais minerais.'
As principais proteinas encontradas no leite sdo a caseina (78%) e a proteina do soro (19%), comumente
conhecida como whey protein, e outras, totalizando 2,7%.?

A proteina do soro é muito utilizada por atletas para fins de ganho de massa muscular, mas durante
décadas, ela era a parte do leite dispensada pela industria de alimentos. Somente a partir da década de 70,
0s cientistas passaram a estudar suas propriedades. Ndo somente os atletas, mas também praticantes de
atividades fisicas, pessoas fisicamente ativas e portadores de doencas utilizam esta proteina para usufruirem
de seus beneficios.

Estudos recentes sustentam a teoria de que as proteinas do leite, incluindo as do soro, além de seu alto
valor biolégico, possuem peptideos bioativos (PBAs), que atuam como agentes antimicrobianos, anti-
hipertensivos, reguladores da fun¢do imune, fatores de crescimento, etc. Os componentes das proteinas e
peptideos do soro do leite, com seus respectivos residuos de aminoacidos, sdo: beta-lactoglobulina (BLG) (162
aminoacidos), alfa-lactoalbumina (ALA) (123 de aminodacidos), albumina do soro bovino (BSA) (582
aminoéacidos), imunoglobulinas (Ig's), glico-macropeptideos (GMP) (64 aminoacidos).>* Os sais minerais
encontrados em quantidades significativas no leite sdo: o calcio (Ca) e fésforo (P), que estdo associados as
estruturas das micelas de caseina, cloro (Cl), potassio (K), sédio (Na) e magnésio (Mg). J& em pequenas
quantidades estdo o ferro (Fe), aluminio (Al), bromo (Br), zinco (Zn) e manganés (Mn).>® A lactose, principal

carboidrato do leite, é constituida por dois monossacarideos, glicose e galactose. Ela carrega funcBes
nutricionais importantes, tais como o fornecimento de até 16,8 kj/g de energia para uma pessoa.’

Produtos lacteos como o leite, consumidos mundialmente, possuem alto valor nutricional. No entanto,
alguns fornecedores costumam adicionar adulterantes como agua, amido, citrato, ureia, soda caustica, cloreto
de sddio, sacarose, soro do leite, melamina, entre outros, a fim de obter lucro maior. Recentemente,
adulteracdes dessa natureza ainda tém sido notificadas, sobretudo em paises em desenvolvimento, tais como
Paquistdo, Brasil, India e China.® A mais comum é o acréscimo de dgua no leite, a fim de aumentar seu volume.
Entretanto, pesquisas tém mostrado resultados positivos no desenvolvimento de novos equipamentos e

técnicas para detectar adulteragdo no leite com agua.”"

Outro fator, também muito importante, que pode levar a um problema de salde publica e que esta
ligado a qualidade do leite, € 0 uso de medicamentos veterinarios em vacas leiteiras. Nesse caso, deve ser
respeitado o periodo de caréncia, prazo de eliminacdo do medicamento veterinario no leite, apds a ultima
aplicacdo. A presenca dessas drogas acima dos limites maximos de residuos (LMR) é preocupante, pois elas
podem trazer consequéncias danosas a salde humana, como rea¢des alérgicas e intoxicacdo.'?

O leite contaminado por substancias quimicas, como medicamentos, por exemplo, é considerado
adulterado e impréprio para o consumo.'>Um grupo importante de fA&rmacos que podem estar presentes no
leite sdo, principalmente, os antimicrobianos e os anti-inflamatdrios, mas resultados das andlises divulgados
pelo Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal
(PAMVet) mostram também a presenca de antiparasitarios em leite.’ Os resultados encontrados pelo PAMVet
mostraram o aparecimento de doramectina em amostras de leite UHT acima do LMR, enquanto que residuos
da ivermectina também foram encontrados, porém abaixo do LMR.™ Contudo, esses medicamentos ndo
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devem ser administrados em vacas em lactagdo. Os efeitos adversos desses medicamentos sdo, em geral,
leves e transitorios.

Estudos mostram que o uso inadequado de anti-inflamatérios pode provocar efeito adicional, tal como
0 surgimento de tumores renais em cobaias, apds a exposicdo por longo prazo de fenilbultazona.’ As
tetraciclinas estdo entre os antimicrobianos mais utilizados em bovinos. Em 2014, Zhang et al.’® realizaram um
estudo na China, alertando que medicamentos veterinarios tém sido amplamente usados em tratamento de
gado leiteiro, para prevenir e controlar doeng¢as ou para promover o crescimento desses animais, ocasionando
a presenca de residuos destas drogas em leites UHT comercializados naquele pais. O uso indiscriminado e
excessivo desses medicamentos, além de causar reac8es alérgicas sérias, é a principal causa de resisténcia
antimicrobiana.’®

Para o monitoramento, as agéncias controladoras utilizam uma variedade de métodos analiticos
confidveis e precisos para detectar residuos de medicamentos veterindrios em leite, como por exemplo, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa (GC-
MS), e os kits para deteccdo de inibidores (residuos de antibidticos) em leite. Esses métodos, embora sejam
confidveis e precisos, apresentam algumas desvantagens, tais como: lentiddo e inespecificidade para alguns
farmacos (tetraciclina), alto custo, complexidade, treinamento e pouca quantidade de amostras a ser analisada
por periodo de tempo."” Técnicas espectroscépicas combinadas com métodos quimiométricos permitem
analisar, interpretar e extrair informag¢des de forma rapida e precisa, com um minimo de preparagdo de
amostras.'®

A espectroscopia de infravermelho proximo por transformada de Fourier (FT-NIR) tem sido o método
cada vez mais utilizado para determinar autenticidade e adulteragdo em alimentos. Trata-se de uma técnica
analitica, ndo destrutiva, baseada na interacdo entre esta onda eletromagnética e a matéria, que permite
analisar rapidamente, e de maneira precisa, diversos tipos de amostras.’®?® A anélise de componentes
principais (PCA) é um algoritmo matematico que permite reduzir a dimensionalidade de um conjunto de

variaveis de dados em um novo conjunto de variaveis, chamado de componentes principais. Isto aumenta a
interpretabilidade dos dados sem perder as informac¢des dos dados primarios.?’

A espectroscopia por infravermelho combinada com a quimiometria, campo interdisciplinar que usa
métodos como estatistica multivariada, matematica e ciéncias da computacdo para extrair informacgdes de
sistemas quimicos, permite analisar a amostra sem método de preparacdo demorado. Em 2014, a FT-NIR
associada a PCA foi utilizada para detectar a presenca de residuos de diclofenaco sédico em leites em
percentuais de contaminacdo simulados.?? Recentemente, em 2020, Pereira et al.”® apresentaram uma revisao
com as aplicacdes mais recentes de espectroscopia no infravermelho préoximo e médio para avaliagdo da
qualidade dos produtos lacteos.

Com base nesse cendrio, este trabalho apresenta uma metodologia fundamentada no uso da técnica
FT-NIR combinada com a PCA que permite discriminar leites puros de leites com residuos de medicamentos
veterindrios, das classes de antimicrobianos e antiparasitario, todos dentro do LMR.

METODO

As andlises das caracteristicas fisico-quimicas do leite, bem como as de espectroscopia FT-NIR foram
realizadas no Laboratério de Produtos e Processos (LPP) e no Laboratorio de Espectrometria de Materiais
(LEM), localizados no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
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Amostras

Para simular a contaminac¢do do leite com os medicamentos veterinarios, foram escolhidos aqueles de
uso frequente em bovinos, devido as patologias mais comuns. As classes escolhidas foram os antimicrobianos
enrofloxacino Baytril® injetavel 10%, que possui 10 g de enrofloxacino em 100 mL de veiculo (periodo de
caréncia, 3 dias); terramicina/LA Zoetis/Pfizer® injetavel, que tem 20 g de oxitetraciclina em 100 g de veiculo
(periodo de caréncia, 4 dias); pentabidtico reforcado com penicilinas da Zoetis/Pfizer (periodo de caréncia, 8 a
10 ordenhas). Como antiparasitario escolheu-se o invermectina OF, que possui 1 g de ivermectina em 100 mL
de vefculo (periodo de caréncia de 35 dias para abate e ndo deve ser administrado em gado leiteiro).

Neste trabalho, utilizaram-se duas diferentes amostras de leite pasteurizado tipo “A" integral
homogeneizado adquiridos na regido de Juiz de Fora-MG, Brasil. Era sabido que esses leites estavam livres de
medicamentos veterinarios. Entdo, duas por¢des foram reservadas, uma para o padrdo que serviria de
controle, e a outra para amostra autocontrolada com as drogas aqui usadas. Assim sendo, elas foram
submetidas a uma analise preliminar para verificar se suas caracteristicas fisico-quimicas estdo dentro ou ndo
das especificacdes da Instrucdo Normativa n° 76, de 26 de novembro de 2018 (IN76).

Nessa etapa, as amostras de leite foram levadas ao LPP e analisadas pelo equipamento Lactoscope da
Delta Instruments®, para determinagdo de gordura, proteina, lactose e sélidos totais. Para determinar o ponto
de fusdo do leite, utilizou-se o crioscépio eletrénico digital ITR MK 540 Flex; a densidade foi medida por meio
do lactodensimetro H15 Brasil Q 15°C, enquanto para obter o valor da acidez titulavel, utilizou-se o teste de
Dornic. Ja o pH foi obtido com o medidor de pH de bancada AT355. Cada andlise foi realizada em triplicata.
Apds verificar que as caracteristicas fisico-quimicas dos leites usados estavam de acordo com a IN76,
manipulou-se a porcdo autocontrolada, preparando amostras com percentuais dos principios ativos no leite.
Ou seja, para que a medicacdo ficasse dentro do LMR, a simulacéo foi feita de acordo com o principio ativo de
cada droga e ndo em rela¢do ao seu volume, pois a maioria dos medicamentos é constituida pelos principios
ativos acrescidos dos excipientes. Para este propoésito, cada medicamento (penicilina G, oxitetraciclina,
enrofloxacino e ivermectina) foi primeiramente diluido em dgua destilada, e finalmente, parte dessa diluicdo
foi adicionada ao leite puro, amostra autocontrolada, a fim de alcancar a concentracdo do principio ativo no
leite.?*

Analise usando FT-NIR

As investigac8es qualitativas das amostras foram realizadas com o Analisador Multi Propdsito FT-NIR da
Bruker, operando no modo de reflectancia na faixa de 13.500 a 3.700 cm™" de ndmeros de onda com um
detector Te-InGaAs e 4 cm™ de resolucdo. As amostras foram colocadas em cubetas de borossilicato com 8
mm de espessura. Cada andlise foi realizada em triplicata com 32 scans. O software OPUS® versdo 5.5 foi
utilizado para aquisi¢do de dados.

Analise estatistica

Os espectros de reflectancia, bem como suas respectivas derivadas de primeira ordem, foram
construfdos com o software OriginPro®. Os autovalores foram calculados com o software BioEstat versdo 5.3.
J& as andlises de componentes principais foram conduzidas pelo software The Unscrambler® versdo 9.2.
Adobe PhotoShop CS6 foi usado apenas para destacar os clusters na PCA.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao do leite

As tabelas 1 e 2 mostram os resultados encontrados nas analises fisico-quimicas das amostras de leites
utilizadas para, posteriormente, simular as contaminag¢des, com antimicrobianos e antiparasitario, a fim de

verificar se os mesmos estavam dentro dos limites de referéncia.

Tabela 1. Resultados das caracteristicas fisico-quimicas das amostras de leite pasteurizado tipo “A” integral que foi
utilizado para simular as contamina¢des com os antimicrobianos dentro do LMR, Juiz de Fora-MG, Brasil, 2019.

Anélise

Valores encontrados

Valores de referéncia®®

Crioscopia
Acidez
Densidade
pHa 25 °C
Gordura
Proteina
Lactose
Soélidos

-0,536 + 0,0071) °H
17,3 £ 0,6) °Dornic
1,031 £ 0,001) g/mL
6,72 +0,01)
3,65+0,01)%

3,14 +0,01)%
4,50+ 0,01) %
11,29 +0,01) %

o~~~ o~~~ o~ —

-0,555 a-0,530) °H
14 a 18) °Dornic
1,028 a 1,034) g/mL
6,60 a 6,80)

> 3,00

>2,90

> 4,30

> 8,40

—~ o~ o~ —

Fonte: LUIZ, 2018. 2IN76; PFAO/TCP/KEN/6611

Tabela 2. Resultados das caracterfsticas fisico-quimicas das amostras de leite pasteurizado tipo A" integral que foi
utilizado para simular as contaminagdes com o antiparasitario dentro do LMR, Juiz de Fora-MG, Brasil, 2019.

Anélise

Valores encontrados

Valores de referéncig®?

Crioscopia
Acidez
Densidade
pHa 25 °C
Gordura
Protefna
Lactose
Sélidos

(-0,540 + 0,001) °H
(16,8 + 0,6) °Dornic
(1,030 + 0,001) g/mL
(6,71 £0,02)

(394 +0,01) %

(3,07 +0,01) %

(4,46 +0,01) %
(11,47 £0,01) %

-0,555 a -0,530) °H
14 a 18) °Dornic
1,028 a 1,034) g/mL
6,60 a 6,80)

> 3,00

>2,90

> 4,30

> 8,40

(
(
(
(

Fonte: LUIZ, 2018. 2IN76; PFAO/TCP/KEN/6611

Comparando os valores encontrados para as amostras de leites com os valores de referéncia adotados
na IN76, verificou-se que todas as amostras estdo dentro das especificacdes, atendendo assim a legislacdo.

Espectros vibracionais

As figuras 1 e 2 referem-se aos espectros de reflectancia para os valores médios de leite puro,
antimicrobianos puros e leite+antimicrobianos (dentro dos LMR), obtidos pela espectroscopia FT-NIR.
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Figura 1. Espectro de reflectancia das amostras de leites puro (controle) e contaminados com os antimicrobianos:
enrofloxacino, penicilina G e oxitetraciclina (terramicina), dentro dos LMR.
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Figura 2. Derivada primeira do espectro de reflectancia dos leites puro (controle), e contaminados com os
antimicrobianos: enrofloxacino, penicilina G e oxitetraciclina (terramicina), dentro dos LMR.
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A figura 3 mostra o espectro de reflectancia FT-NIR para os valores médios de leite puro e
leite+antiparasitario, com reduc¢do de concentracdo do medicamento de 100 parte por bilhdo (ppb), 50 ppb,
40 ppb, 30 ppb, 20 ppb até chegar no LMR de 10 ppb.
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Figura 3. Espectro de reflectancia das amostras de leites puro (controle) e contaminados com o antiparasitario

ivermectina em concentra¢des de medicamento no leite de: 100 ppb

, 50 ppb, 40 ppb, 30 ppb, 20 ppb e 10 ppb, este

ultimo o LMR para este medicamento.
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Afigura 4 se refere a derivada primeira do espectro da figu

ra 3 com uma ampliacdo, entre os valores de

nimeros de ondas 7100 cm™ a 7800 cm™, a fim de aumentar a zona de observacdo nesta faixa espectral.

Figura 4. Espectro de reflectancia com ampliagdo na faixa entre 7100 cmm™' e 7800 cm' das amostras de leites puro
(controle) e contaminados com o antiparasitario ivermectina em concentracdes de medicamento no leite: 100 ppb, 50
ppb, 40 ppb, 30 ppb, 20 ppb e 10 ppb, este Ultimo o LMR para este medicamento.
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Nas figuras 1, 2, 3 e 4, dentro da faixa de nimero de ondas utilizada, torna a discrimina¢do entre as
amostras analisadas, de maneira direta por uma andlise visual do espectro, ndo muito eficiente, pelo fato de

as concentra¢Bes dos medicamentos veterinarios serem muito pequenas, na ordem de ppb (mcg/L ou pg/L).

Observa-se na figura 4 que, mesmo ampliando determinada regido de interesse, a andlise via este espectro

sO consegue distinguir claramente a amostra de leite puro, controle (linha superior) da amostra de leite

adicionada a ivermectina em 100 ppb (linha inferior). As amostras com concentra¢cBes menores e proximas

ficaram entre essas duas linhas.
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Analise de componentes principais

Afigura 5 representa o grafico hotelling scores da PCA, mostrando os dados de agrupamento (clustering)
para amostras de leite puro (controle), leite com: 100 ppb de enrofloxacino; 100 ppb de oxitetracicling; e leite
com 4 ppb de penicilina G.

Figura 5. Grafico hotelling scores da analise estatistica (PCA) mostrando os dados de agrupamento (clustering) para
amostras de leite puro (controle), GEN1, GEN2 e GEN3; leite com 100 ppb de enrofloxacino, EN100.1, EN100.2 e
EN100.3; 100 ppb de oxitetraciclina, TE100.1, TE100.2 e TE100.3; e leite com 4 ppb de penicilina G, PE4.1, PE4.2 e PE4.3.

PC2 Scores

TE1002

1 z TG

T
15 1.0 -05 0 05 1.0 15
RESULT1, X-expl 67%,7%

Analisando a figura 5, observa-se claramente a formacdo de clusters (agrupamentos) resultantes do alto
grau de similaridade entre os grupos das amostras. Quatro grupos sdo apresentados, um em cada quadrante.
O grupo 1 refere-se as amostras de leite puro (controle) e esta localizado no primeiro quadrante. O grupo 2,
cluster localizado no segundo quadrante, representa um grupo de amostras contaminadas com 4 ppb de
penicilina G. O terceiro quadrante contém elementos do grupo 3 que esta relacionado as amostras de leite
contaminadas com 100 ppb de enrofloxacino, enquanto o quarto quadrante esta ocupado pelo grupo 4,
contendo amostras de leite contaminadas com 100 ppb de oxitetraciclina. Entre os elementos de cada grupo,
nenhum esta muito distante um do outro, descartando a presenca de outliers, isto é, amostras isoladas que
podem ser duvidosas. A PCA discriminou com precisdo as amostras em grupos, apesar de as concentragdes
dos antimicrobianos no leite serem muito baixas. Da PC1, pode-se observar que a penicilina G e o
enrofloxacino tém o mesmo score em contraposicdo a oxitetraciclina e ao leite puro. Portanto, a PC1
representa o grau de contaminagdo do leite com antibiéticos.

O grupo de dados contendo leite puro esta proximo do centro do eixo. Os clusters contaminados tém
diferentes distancias e diferentes posi¢cdes do centro. Isto esta relacionado ao fato de as concentrac8es dos
medicamentos serem diferentes. Por exemplo, amostras com 100 ppb de medicacdo (grupos 3 e 4) tém
posicdo semelhante. Pelo raciocinio acima, infere-se que PC2 esta relacionado a similitude do leite.

A figura 6 apresenta o grafico hotelling scores da PCA, mostrando os dados de possivel agrupamento
(clustering) para amostras de leite puro (controle) e leite com: 100 ppb; 50 ppb; 40 ppb; 30 ppb; 20 ppb e 10
ppb de ivermectina.
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Figura 6. Grafico hotelling scores da andlise estatistica (PCA) mostrando os dados de agrupamento (clustering) para
amostras de leite puro (controle), GENT, GEN2 e GEN3; leite adicionado o antiparasitario ivermectina em: 100 ppb,
V100.1, IV100.2 e IV100.3; 50 ppb, IV50.1, IV50.2 e IV50.3; 40 ppb, IV40.1, IV40.2 e IV40.3, 30 ppb, IV30.1, IV30.2 e IV30.3,
20 ppb, IV20.1, IV20.2 e IV20.3 e 10 ppb, IV10.1, IV10.2 e IV10.3, este Ultimo o LMR para este medicamento.
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Na figura 6, é clara a discriminacdo entre as amostras de leite puro daquelas contaminadas, sobretudo
a com maior concentracdo da droga, 100 ppb. Observa-se que na PC1, eixo vertical, as amostras com a menor
concentracdo, 10 ppb (IV10.1, IV10.2 e IV10.3), estdo mais proximas das amostras de leite puro (GEN1, GEN2
e GEN3), controle. Isto ocorre porque estas amostras sdo as mais semelhantes as de leite puro, devido a
concentra¢do do medicamento na amostra supostamente contaminada ser a menor. Como ja citado, 0 oposto
também ocorre com aquelas contaminadas com maior concentra¢do de medicamento, 100 ppb, onde elas se
encontram mais afastadas das amostras de leite puro, em relacdo a PC1. As concentra¢Bes da droga abaixo
de 50 ppb até alcancarem o LMR (10 ppb) aparentam formar um grande cluster, mas dentro do mesmo, é
possivel verificar outros pequenos, correspondendo a cada concentracdo do medicamento no leite (50 ppb,
40 ppb, 30 ppb, 20 ppb e 10 ppb). Isto se deve a diferenca entre as concentrac8es, que sdo muito pequenas,
10 ppb.

A figura 7 também se refere a simulacdo da contaminacéo do leite puro com ivermectina, mas agora
aumentando a diferenga entre suas concentragoes.

Figura 7. Gréfico hotelling scores da analise estatistica (PCA) mostrando os dados de agrupamento (clustering) para
amostras de leite puro, controle, GEN1, GEN2 e GEN3; leite adicionado o antiparasitario ivermectina em: 100 pg/L (100
ppb), IV100.1, IV100.2 e IV100.3; 50 pg/L (50 ppb), IV50.1, IV50.2 e IV50.3; 30 pg/L (30 ppb), IV30.1, IV30.2 e IV30.3 e 10

pg/L (10 ppb), IV10.1, IV10.2 e IV10.3, este Ultimo o LMR para este medicamento.
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Novamente ha formacdo de cluster. Na PC1, as amostras de leite puro se localizam no grupamento da
direita, bem afastadas do maior grupamento, ao centro, referentes aos leites contaminados. As amostras com
100 ppb se encontram mais distantes quando comparadas as de leite puro, controle, indicando que ndo ha
relacdo forte de similaridade entre elas. As amostras com menores concentracdes de medicamento, 10 ppb
(LMR), sdo as mais proximas do leite puro, indicando forte relacdo entre elas. As amostras com valores
intermediarios, 30 ppb e 50 ppb, estdao bem proximas, em relagdo a PC1, o que é de se esperar, pois a diferenca
de concentracgdo é pequena.

Observa-se, no entanto, que o ponto médio das amostras de 30 ppb é cerca de -0,05 no eixo horizontal
da PC1, enquanto que para as amostras de 50 ppb seria aproximadamente -0,15, no mesmo eixo. Como as
amostras de leite puro estdo localizadas em pontos positivos, cerca de 0,4, as amostras de 30 ppb estariam
mais proximas das amostras controle, leite puro. Isto é fato, pois possuem menos concentracdo de
medicamento quando comparadas as de 50 ppb.

CONCLUSAO

A técnica de FT-NIR associada a PCA se destacou por ser rapida, feita em poucos segundos, e também
de facil operacdo. A analise via PCA foi fundamental para discriminar a amostra controle, de leite puro, do leite
contaminado com os medicamentos veterindrios: antimicrobianos e antiparasitario, mesmo em baixas
concentrag¢des, 10 ppb e 4 ppb, respectivamente. Isto mostra que a metodologia aqui empregada pode ser
estudada para ser utilizada como técnica complementar as outras existentes, ja utilizadas para detecc¢ao de
residuos de farmacos veterinarios em leite.

Ao propor novas técnicas de andlise, surgem novas possibilidades para pesquisas semelhantes, o que
contribui para o aumento na inspecdo, colaborando para a fiscalizagdo e oferecendo alternativas para
laboratdrios de analise.
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