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Resumo

O leite é um alimento rico nutricionalmente e consumido em todo o mundo tanto na sua forma in natura como na
de seus derivados fermentados, como queijos e leites fermentados, e ndo fermentados, como os leites concentrados
e evaporados. Alguns fatores podem impactar na qualidade do leite e consequentemente na de seus derivados. Um
desses fatores é o residuo de antimicrobianos, particularmente usados para o tratamento de mastite, muitas vezes
usados de forma indiscriminada, sem critério e de forma empirica, que vdo ser excretados também pelas glandulas
mamarias. Muitas vezes o periodo de caréncia determinado na bula desses farmacos é negligenciado, comprometendo
a qualidade do leite que serd beneficiado, podendo impactar no processo de fermentacdo na elaboragio dos produtos,
inibindo a acdo dos microrganismos fermentadores. O presente trabalho teve como objetivo avaliar possiveis efeitos
inibitdrios dos residuos da Amoxicilina 4+ Clavulanato e Gentamicina no processo fermentativo na producio do iogurte.
Um total de 18 amostras foram analisados, divididas em trés grupos: com adicdo de amoxicilina + clavulanato, com
adicdo de Gentamicina e sem adi¢do de medicamentos (controle). No final do periodo de caréncia determinado na
bula de cada medicamento, as amostram foram utilizadas para a producéo de iogurte, e os resultados demonstraram
efeito inibitério em todas as amostras com a presenca de residuos de ambos os antimicrobianos utilizados.

Palavras-chave: Mastite. Derivados Lacteos. Leites Fermentados.

Influence of antibimicrobial residues in milk on yogurt production
Abstract

Milk is a nutritionally rich food consumed all over the world both in its natural form and as fermented, dairy products,
such as fermented cheeses and milk, and non-fermented ones, such as concentrated and evaporated milk. Some factors
may impact milk quality and consequently their dairy products. One of these factors is the residue of antimicrobials,
particularly used for the treatment of mastitis, often used indiscriminately, without criteria, and empirically, which will
also be excreted by the mammary glands. Often, the grace period determined in the package insert of these drugs is
neglected, compromising the quality of the milk that will be processed, with possible impact in the fermentation pro-
cess of products elaboration, inhibiting the action of fermenting microorganisms. The present work aimed to evaluate
the possible inhibitory effects of Amoxicillin + Clavulanate and Gentamicin residues in the fermentation process of
yogurt production. A total of 18 samples were analyzed, divided into three groups: with the addition of amoxicillin
+ clavulanate, gentamicin, and without the addition of drugs (control). At the end of the grace period determined
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of each drug, the samples were used for the production of yogurt, and the results showed an inhibitory effect in all
samples with the presence of residues of both antimicrobials used.

Keywords: Mastitis. Dairy Derivatives. Fermented Milks.

Introducéo

O leite é um alimento que faz parte da dieta
humana h4 milhares de anos. E um alimento rico em
nutrientes, composto por dgua, lipideos, carboidratos,
proteinas, sais minerais essenciais como o fésforo, célcio
e vitaminas (Rehne, 2008). Um alimento considerado
completo, importante desde o nascimento do individuo,
até a fase de desenvolvimento, principalmente na forma-
¢do Ossea até sua manutengdo na fase adulta (Amancio,
2015).

O Brasil esta entre os dez maiores paises produto-
res de leite e derivados em todo o mundo, com a producéo
crescendo a cada ano. Em 2019, foram produzidos 34,84
bilhoes de litros, 2,7% maior em relacdo ao ano anterior.
Em 2020, houve aumento de 2,8%, um volume de 734,08
milhdes de litros a mais que 2019 (Embrapa, 2021).

Além de consumido na sua forma in natura, é
também processado de diferentes formas dando origem
aos derivados nio fermentados como doces, requeijoes,
leite em p6. E também os fermentados, como por exemplo,
os queijos e iogurtes (Vidal, 2018).

Os derivados do leite a partir da fermentacdo
sdo resultados da acdo de microrganismos particulares
que causam modificagbes significativas e desejaveis na
matriz alimentar, por consequéncia de reacdes bioqui-
micas, tornando o produto menos perecivel, conferindo
mais durabilidade, aumentando o seu valor nutricional e
também o seu apelo sensorial (Bourdichon et al., 2012).

Dentre os derivados fermentados do leite en-
contra-se o iogurte, bem aceito e consumido por pessoas
de todas as faixas etdrias, por sua consisténcia, sabor e
valor nutricional. O iogurte é um tipo de leite fermentado
produzido com cultivos protosimbiéticos de Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, as quais, podem ser acompanhados, de
forma complementar, por outras bactérias dcido lacticas
que, por sua atividade, contribuam para a determinacdo
das caracteristicas do produto final (Brasil, 2007).

Dada a grande producéo e consumo do leite e
seus derivados, a qualidade é de suma importancia na
producéo leiteira. A matéria prima é submetida a avalia-
¢bes de qualidade através de parametros fisico-quimicos,
de composicao e padroes higiénico-sanitarios que buscam
identificar alteracoes indesejaveis (Dias; Antes, 2014).
Sao varios os fatores que podem impactar na qualidade,
alterando sua composicdo e interferindo no processamento
dos alimentos (Huijps et al., 2002).

Um dos pontos importantes no padrao de qua-
lidade do leite, refere-se a presenca de residuos anti-
microbianos. Os animais sdo medicados com diversos
farmacos, com caracteristicas e acdes distintas, sendo
imprescindivel que seja respeitado o periodo de caréncia
determinado na bula de cada medicamento, para que o
leite ndo seja beneficiado com residuos (Novaes et al.,
2017). Sao residuos de farmacos usados no tratamento,
controle e prevencdo de doencas, principalmente da
mastite, muitas vezes sendo feito empiricamente, sem
critério e acompanhamento técnico (Silva, 2018).

Apesar de inumeros estudos voltados para o
controle da mastite, ela continua sendo um dos maiores
problemas para toda a cadeia leiteira, sendo considera-
da a questdo mais dispendiosa nas propriedades, pelas
elevadas perdas econ6micas decorrentes principalmente
na diminuicdo da producéo leiteira (Nader Filho et al.,
2022).

Os antimicrobianos usados para o tratamento
da mastite sdo, usualmente, de amplo espectro, para que
sejam eficazes contra os agentes patogénicos causadores
da infeccdo. Depois da sua acdo, o farmaco é excretado
pelo animal pelas glandulas mamarias (Kazancoglu et
al., 2018), sendo transferido para o leite, alterando sua
qualidade e consequentemente dos seus produtos deri-
vados, especialmente os fermentados (Guerreiro et al.
2005).

A constante exposicdo humana a baixas quanti-
dades desses residuos pode causar alergias, alteracoes da
microbiota intestinal e surgimento de resisténcia micro-
biana, sendo considerada um problema de satde publica.
Além dos diversos efeitos a saude humana, a presenca de
residuos de antibiéticos no leite destinado a producao de
laticinios, podem causar efeitos tecnolégicos negativos.
Os antimicrobianos podem atuar como substancias inibi-
doras que retardam ou modificam o desenvolvimento de
processos bioquimicos durante a producdo e maturacao
dos produtos lacteos e alterar suas caracteristicas finais
(Quintanilla et al., 2021).

Assim, o trabalho tem como objetivo avaliar o
possivel impacto dos residuos de antimicrobianos usados
prioritariamente no tratamento de mastite, no processo
de fermentacdo do leite pasteurizado, apds o periodo
de caréncia determinado pelo fabricante, a partir dos
cultivos Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, na producdo
de iogurte.
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Materiais e métodos

As amostras do leite analisado, foram preparadas
a partir de leite pasteurizado, adquiridos em estabeleci-
mentos comerciais, em embalagem completa e dentro do
prazo de validade, de uma tinica marca comercializado na
cidade de Formiga, MG. As andlises foram feitas no labo-
ratério do Centro Universitario de Formiga, UNIFOR-MG.
Em cada amostra de 1L de leite, foi adicionado 0,001kg
de antimicrobiano de uso intramamario para vaca em
lactacdo para posterior andlise, respeitando o periodo
de caréncia determinado na bula de cada medicamen-
to. Foram analisadas um total de 18 amostras divididas
em trés grupos: um grupo com seis amostras contendo
antimicrobiano de associacio de Amoxicilina + Acido
clavuldnico (Mastite Clinica VL-8g, JA Satde Animal),
um grupo com seis amostras contendo Sulfato de Genta-
micina (GentamastilL-10g, Agener Unido Saide Animal)
e um grupo com seis amostras controle, sem adicdo de
medicamento. Foi feito um total de seis experimentos,
com amostras adquiridas de lotes distintos ao longo de
dois meses de experimentacio.

No momento do experimento, em banho tér-
mico, 1L de cada amostra (Amoxicilina + clavulanato,
Gentamicina e Controle) foram aquecidas em um Bec-
ker a 45°C, adicionados de 3% de fermento a partir de
produto fermentado comercial (Iogurte Natural Integral,
Itambé-170g) a cada amostra, e aquecido por um periodo
de quatro horas. A cada 60 minutos, foram transferidos
10ml de cada uma das trés amostras dos leites em fer-
mentagdo para um Becker de 100mL, cada amostra em
seu respectivo Becker e adicionado ao mesmo quatro
gotas da solucdo de fenolftaleina a 1%, e realizada a
titulacdo com solugéo de hidréxido de sédio (NaOH N/9,
solucdo Dornic), até o aparecimento de coloracdo résea
claro, persistente por aproximadamente 30 segundos.
Este é um método amplamente utilizado pelas industrias
para a determinacdo da acidez do leite, e como um guia
para o controle da manufatura de produtos fermentados
(Novak; Cordeiro, 2007).

A determinacdo da acidez em graus Dornic (°D)
(cada 0,1mL gasto da solucdo Dornic equivale a 1°D), foi
analisada de acordo com as normas analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (2008). O efeito inibitério dos antibidticos,
foram determinados pela diferenca do tempo para atingir
a acidez titulavel, de 0,6 a 1,5 segundo Instrucdo Nor-
mativa N2 46 de 23 de Outubro de 2007 (Brasil, 2007).

Para deteccdo de residuos do antimicrobiano e
controle do experimento foi utilizado o teste SNAPduo
ST Plus™ (Idexx Laboratories) de acordo com as reco-
mendacdes do fabricante. E um teste qualitativo, com
alta especificidade e sensibilidade, que permite detectar
residuos de B-lactamicos por reacdo imunoenzimatica.
Este é um método eficaz rapido e reconhecido pela le-
gislacdo brasileira.

Resultado e discussio

O teste SNAPduo*ST Plus™ (3-lactdmicos), usado
para analisar amostras do leite com adicdo da Amoxicilina
+ Clavulanato no momento do experimento foi positivo,
mostrando a presenca de residuo do antibiético no limite
do periodo de caréncia do medicamento.

Os resultados obtidos nas amostras analisadas
com adicdo do farmaco a base de Amoxicilina + Clavu-
lanato, estdo expressas na Figura 1, mostrando que o
processo de producdo a partir do momento final do pe-
riodo de caréncia determinado na bula do medicamento
inibiram a atividade dos microrganismos fermentadores.
Como esperado, a maioria das amostras a partir de 120
minutos ndo atingiram resultados da acidez tituldvel
minima necessaria para ser definido iogurte, mas as
amostras controle, de forma superior (p<0,0001) as de-
mais amostras, j4 apresentavam uma acidificacdo muito
mais importante, esperado para uma fermentagio dentro
da normalidade segundo Silva et al. (2012). Outro fato
interessante, € que a inibicdo do processo fermentativo
causado pela Amoxicilina + clavulanato foi superior a
Gentamicina (p<0,0001).

As amostras analisadas do grupo controle, podem
ser vistos nas figuras 1 e 2, apresentando um perfil de
acidez esperado para um leite com perfil fisico-quimico
dentro das conformidades, que oferece ambiente propicio
para atividade das bactérias dcidos laticas. Resultado
semelhante encontrado por Silva et al. (2012) em estudo
do comportamento cinético e reoldgico da fermentacdo
latica na producéo do iogurte natural, mensuracéo feita
pelo mesmo método de titulacdo de acidez Dornic (D°).

Apesar do antibidtico ter sido adicionado ao
leite previamente pasteurizado nesse estudo, Roca et
al. (2011), confirmaram que a maioria dos tratamentos
térmicos utilizados nos laticinios ndo eliminam residuos
de antimicrobianos presentes no leite.

Fonseca et al. (2009) analisou 100 amostras de
leite UHT de 5 estados (Séo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul e Goids), 96 amostras anali-
sadas foram negativas, e 4 amostras positivas, essas, de
laticinios oriundos de MG, um numero baixo dentro da
realidade brasileira, mas segundo o autor, um ntimero alto
comparado a outros paises, por exemplo na Maceddnia
do Norte, um estudo feito na Universidade em Kicevo por
Kalevska et al. (2019), analisando o leite de uma linha
de producéo de iogurte de um laticinio local, compro-
vou a qualidade higiénica, sem presenca de residuos de
antimicrobianos e contaminantes no leite.

Segundo Lobato et al. (2019), os residuos de
antimicrobianos no leite sdo um problema mundial, ndo
se limita a producdo brasileira e traz grande prejuizo a
industria. Mas no Brasil, segundo Nero et al. (2007) os
residuos de antimicrobianos no leite séo um problema
preocupante. Em um estudo feito por Bastos et al. (2020),
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um volume de 40.026 litros de leite mensal em média, da classe B-lactdmicos entre o periodo de 2015 a 2018,
foram descartados devido a presenca de antibidticos somente em municipios do Sul de Minas Gerais.

Figura 1 — Acidez titulavel (média) das amostras dos leites fermentados com duas horas, na presenca de antibi6tico ou

nao.
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Legenda: AMC = Leite com Amoxicilina + acido clavulanico, GEN = Leite com Sulfato de Gentamicina, CONT = Leite sem adi¢do de antibidtico.

Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os resultados (p<0,0001) pelo teste One Way ANOVA com pés-teste de Tukey.

Figura 2 — Acidez titulavel (média) das amostras dos leites fermentados com quatro horas, na presenca de antibiético
ou nao.
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Legenda: AMC = Leite com Amoxicilina + acido clavulanico. GEN = Leite com Sulfato de Gentamicina. CONT = Leite sem adicdo de antibidtico.
Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os resultados (p<0,0001) pelo teste One Way ANOVA com po6s-teste de Tukey. Linha pon-
tilhada representa acidez minima (g de acido lactico/100g) para que seja considerado iogurte.

Guimardes et al. (2019) analisando 60 amostras em 30 amostras de leite pasteurizado, oriundas do Ca-
de leite, 30 pasteurizado e 30 UHT, adquiridos de estabe- riri, CE, 73,67% das amostras analisadas, apresentaram
lecimentos comerciais na cidade de Sobral, CE, entre o resultado positivo.
periodo de abril a junho de 2017, destes, 46,7% apresen-
taram residuos de antimicrobianos, assim como Sousa et Diferente de Brito et al. (2016), que ap6s analisar
al. (2010), aos quais analisaram residuos de antibiéticos 100 amostras de leites pasteurizados na regido de Ubatu-
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na, BA, 27% de amostras foram positivas para a presenca
de residuos de antibiéticos, e Magnetiva (2012), que ao
analisar 240 amostras de leite pasteurizado coletadas das
regies sudoeste e sul baiano, apenas 7,9% das amostras
foram positivas.

Conclusao
Pdode-se concluir que inibi¢do das culturas fer-

mentadoras refletiram o efeito causado pelos residuos
dos antimicrobianos usados no tratamento da mastite no

limite da caréncia determinado na bula pelo fabricante,
o que é preocupante quando muitos estudos apontam
a presenca desses residuos no leite além do término do
periodo de caréncia, o que pode ser explicado por fatores
como, a dose e protocolo de tratamento utilizado, a via
de administragéo, o tipo de antibidtico, a formulacdo do
produto e o0 manejo no tratamento. Fatores que impactam
na qualidade do leite, consequentemente na producédo do
iogurte e os demais produtos que necessitam da atividade
fermentativa microbiana.
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