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RESUMO

SANTOS, P. S. Caracterizacdo fisico-quimica e determinacdo de residuos
farmacoldgicos (albendazole e ivermectina) em leite de cabras nativas criadas na
caatinga. Itapetinga-BA: UESB, 2013. 98p. (Tese - Doutorado em Zootecnia - Area de
concentracdo em Producdo de Ruminantes)”

Este estudo teve como objetivo caracterizar os parametros fisico-quimicos e determinar a
excrecdo da ivermectina e do albendazole no leite de cabras nativas criadas em sistema
extensivo na Caatinga. O estudo foi composto de trés experimentos. No estudo I, foram
verificadas variagcbes (P<0,05) nos parametros fisico-quimicos do leite ao longo da
lactacdo, com acidez variando de 15,5 a 18,4°D; densidade de 10256 a 1033,1 g L™;
gordura de 2,5% a 3,7%; extrato seco total de 10,1% a 12,4%; extrato seco desengordurado
de 7,2 a 9,2%; lactose de 4,3 a 4,7% e proteina de 3,0 a 3,4%. Houve predominéancia de
acidos graxos saturados, em uma propor¢cdo média de 78:20:2, para acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, respectivamente, ao longo da lactacdo. Nos
experimentos 11 e 111, verificou-se que o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector UV/VIS foi eficaz para deteccdo e quantificacdo de residuos dos dois
farmacos analisados. A excre¢do do residuo de ivermectina ocorreu de forma diferenciada
em funcdo do tempo. No periodo entre o dia 3 e o dia 21, as concentracdes médias de
ivermectina foram semelhantes, quando todas as amostras apresentaram valores >51,90 pg
mL™. No periodo entre 0 Dyg e D4y, as concentragdes médias de ivermectina decresceram
de forma gradual. No Dag, 33,3% das amostras apresentaram valores <0,92 pg mL™ e
66,6% apresentaram valores >51,40 ug mL™. No Dss, embora em 50% das amostras néo
tenha sido detectado residuo, nas demais amostras foram encontrados residuos em
concentragdes >45,93 pg mL™. No D4, em nenhuma amostra foi detectado residuo de
ivermectina. As concentracfes médias de albendazole no leite decresceram de forma
gradual no periodo avaliado, sendo que 72 horas apds administracdo, embora em 50% das
amostras ndo tenha sido detectado residuo, nas demais amostras foram encontrados
residuos em concentragdes >47,61 pg mL™, porém, em nenhuma amostra foi detectado
residuo de albendazole 96 horas ap6s sua administracdo. Conclui-se que os aspectos fisico-
quimicos do leite de cabras nativas criadas em sistema extensivo na Caatinga apresentam
variacdes expressivas ao longo da lactacéo e que o leite de cabras tratadas com albendazole
ou ivemectina, via oral, apresenta residuos em concentragdes inferiores ao limite maximo
aceitavel estabelecido pelos érgdos nacionais e internacionais de saude, sendo abaixo de
1,28 pg mL ™ as 96 horas ap6s o tratamento, no caso do albendazole, e de 0,92 ug mL™ aos
42 dias com o uso da ivermectina, podendo tecnicamente ser indicado ao consumo
humano, decorrido o periodo descrito apos o tratamento.

Palavras-chave: acidos graxos, benzimidazéis, CLAE, composicdo do leite, lactona
macrociclica, leite caprino, residuo.

* Orientador: Jurandir Ferreira da Cruz, D.Sc., UESB e Co-orientador: José Soares dos Santos, D.Sc., UESB



ABSTRACT

SANTOS, P. S. Physical-chemical characterization and determination of
pharmacological residues (albendazole and ivermectin) in the milk from native goats
raised in the Caatinga. Itapetinga-BA: UESB, 2013. 98p. (Thesis — Doctorate in Animal
Science — Concentration Area in Ruminants’ Production) '

This study aimed to characterize the physical-chemical parameters and to determine the
excretion of ivermectin and albendazole in the milk from native goats raised in an
extensive system in the Caatinga. The study consisted of three experiments. In study |,
changes were observed (P<0.05) in the physical-chemical parameters of the milk over the
lactation period, with acidity ranging from 15.5 to 18.4°D; density from 1025.6 to 1033.1 g
L fat from 2.5% to 3.7%; total dry extract from 10.1% to 12.4%; defatted dry extract
from 7.2 to 9.2%; lactose from 4.3 to 4.7%; and protein from 3.0 to 3.4%. There was
predominance of saturated fatty acids in an average ratio of 78:20:2, for saturated fatty,
monounsaturated and polyunsaturated acids, respectively, over the lactation period. In
experiments 1l and Ill, it was found that the method of high-performance liquid
chromatography provided with a UV/VIS detector was effective for detecting and
quantifying the residues of the two analyzed drugs. The excretion of ivermectin residue
took place differently due to time. In the period between the 3" day and the 21 day, the
average concentrations of ivermectin were similar, when all samples showed values >51.90
ug mL™ In the period between D, and Du,, the average concentrations of ivermectin
decreased gradually. In Das, 33.3% of the samples showed values <0,92 pg mL™ and
66.6% showed values >51.40 pg mL™. In Dss, although in 50% of the samples no residues
have been detected, in the other samples residues were found at concentrations >45.93 ug
mL™®. In D, ivermectin residue was not detected in any sample. The average
concentrations of albendazole in the milk decreased gradually over the assessed period,
and 72 hours after administration, although in 50% of the samples no residues have been
detected, in the other samples residues were found at concentrations >47.61 pg mL™,
however, in any sample albendazole residue was not detected 96 hours after its
administration. One concludes that the physical-chemical aspects of the milk from native
goats raised in an extensive system in the Caatinga show significant variations over the
lactation period and that the milk from goats treated with orally administered albendazole
or ivermectin presents residues at concentrations below the maximum acceptable limit
established by the national and the international health organizations, with less than 1.28
ug mL™ 96 hours after the treatment, in the case of albendazole, and 0.92 pg mL™ 42 days
with the use of ivermectin, which may technically be suitable for human consumption,
when the period described after the treatment is elapsed.

Keywords: fatty acids, benzimidazoles, HPLC, milk composition, macrocyclic lactone,
goat milk, residue.

¥ Adviser: Jurandir Ferreira da Cruz, D.Sc., UESB and Co-adviser: José Soares dos Santos, D.Sc., UESB
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura na regido nordeste constitui-se, em muitos casos, como Unica
fonte de renda para grande parte de pequenos produtores rurais, além de contribuir de
forma significativa para a reducdo do déficit nutricional destas comunidades, uma vez que
a carne e o leite sdo importantes fontes de proteina animal.

A elevada prevaléncia de endoparasitoses, no entanto, tem sido uma limitacdo a
producdo de caprinos. A despeito da modernizac¢ao do sistema de producéo, o controle dos
endoparasitas ainda vem sendo realizado, basicamente, por meio do uso de drogas anti-
helminticas, dentre as quais, as avermectinas e 0s benzimidazéis tém sido as mais
utilizadas.

O uso de drogas anti-helminticas, apesar de ser util no controle das endoparasitoses,
apresenta algumas limitagdes. Algumas ndo séo indicadas para uso em animais lactantes e
outras s6 podem ser utilizadas se for respeitar o periodo de caréncia recomendado pelo
fabricante, uma vez que a glandula mamaria funciona também como érgdo excretor de
metabolitos.

A eliminacgdo de residuos farmacoldgicos e de seus metabdlitos através do leite
pode apresentar efeitos negativos a salde humana, pois além de poder desencadear o
fendmeno da resisténcia parasitaria, os farmacos utilizados podem apresentar efeitos
genotoxicos e/ou teratogénicos (EMEA, 2004).

O uso da cromatografia gasosa (CG) ou liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido
comum em estudos relacionados a caracterizacdao das propriedades fisico-quimicas, perfil
lipidico ou determinacédo de residuos farmacoldgicos na matriz leite bovino, sendo poucos
os estudos com leite caprino.

As propriedades fisico-quimicas do leite caprino vém sendo estudadas em muitos
paises com a finalidade de assegurar a qualidade e aceitacdo de um produto composto de
substancias benéficas a saude humana. O leite caprino tem sido indicado no tratamento de
desordens clinicas como sindromes de mé& absor¢édo e a desnutrigdo infantil por apresentar
digestibilidade elevada (PARK et al., 2007), além de possibilitar, devido as maiores
concentracdes dos acidos graxos caproico, caprilico e caprico, o fornecimento direto de
energia ao organismo sem acumulo no tecido adiposo (HAENLEIN, 2004). No entanto,

apesar dessas vantagens, ainda existem lacunas de informagdes quanto a sua composi¢ao
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quimica, a qual pode ser influenciada por fatores como o grupo genético (QUEIROGA et
al., 2007) e a alimentacdo (MORAND-FEHR, 2005).

A despeito da recomendacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA, que o leite deve ser o alimento prioritario nos estudos voltados para saude
publica, informacgdes sobre a presenca de residuos no leite caprino sdo ainda escassas, € no
caso de leite de cabras nativas sdo inexistentes, ainda que esse grupo genético seja a
maioria absoluta dos caprinos do Brasil. Por outro lado, a Instru¢cdo normativa 37 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que regulamenta a producao,
processamento e define os parametros fisico-quimicos do leite caprino, foi baseada em
estudos com animais de racas leiteiras exoticas (BRASIL, 2000).

Nesse sentido, buscando contribuir com informac6es estratégicas para definicdo de
normas para producdo e comercializacdo do leite caprino no Brasil, foram realizados trés
estudos. No estudo I, foram determinadas as caracteristicas fisico-quimicas e o perfil
lipidico do leite de cabras nativas criadas em sistema extensivo na Caatinga; e nos estudos
Il e Ill, foram desenvolvidos e validados dois métodos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector UV/VIS para determinacdo de residuos da ivermectina e
albendazole em amostras de leite de cabra, bem como determinado os perfis de excrecao
desses dois fArmacos no leite de cabras nativas submetidas ao controle parasitario.

15



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leite de cabra: caracteristicas fisico-quimicas e aspectos legais

A producdo mundial de leite caprino atingiu em 2005 aproximadamente 12,5
milhGes de toneladas, no entanto, menos de 5% deste total foi comercializado (FAO,
2006). Enquanto que no Brasil, a producédo anual de leite de cabra foi de 135 milhdes de
litros (FAO, 2011), o que corresponde a apenas 0,5% do total de leite produzido no Brasil,
considerando as espécies bovina, caprina e ovina (MEDEIROS et al., 2011).

A maior parte do leite de cabra produzido no mundo é utilizado no consumo
doméstico das familias (autoconsumo), vendido para a vizinhanca ou usado na alimentacao
das criancas (DUBEUF, 2005), este fato ndo é diferente em paises em desenvolvimento
(JACOPINI et al., 2011).

No Brasil, os estados da regido Nordeste, Sul e Sudeste sdo 0s maiores produtores
de leite de cabra (MEDEIROS et al., 2011). A regido Nordeste, com cerca de 10 milhdes
de cabecas (FAO, 2011), concentra 0 maior rebanho caprino do Pais, sendo que as maiores
producdes de leite de cabra sdo obtidas nos estados da Paraiba e do Rio Grande do Norte
com 18.000 e 10.000 litros de leite/dia, respectivamente (MEDEIROS et al., 2011).

Tendo em vista o cenario nacional do mercado de leite caprino, é fundamental que
0s produtores assegurem a qualidade, controlando o volume produzido e a composicdo do
leite, aperfeicoando a higiene durante a ordenha e a salde do rebanho (WANDER;
MARTINS, 2008).

O leite de cabra, segundo o Decreto n° 9.525 de 15 de dezembro de 1986, é
denominado como normal, fresco, integral, oriundo da ordenha completa e ininterrupta de
cabras sadias, que apresente as caracteristicas normais; teor de gordura minimo de 3%,
acidez em graus Dornic entre 13 e 20, extrato seco total minimo de 11,7% e densidade (a
15°C) entre 1.028 2 1.031 g L™ (BRASIL, 1986).

Por outro lado, a despeito da existéncia do Decreto 9.525, até a década de 90 o leite
de cabra era analisado com base na legislacdo para leite de vaca na maior parte do pais. No
ano 2000, entrou em vigor a legislacdo federal prépria para leite de cabra (Instrucao
Normativa n° 37), a qual define os procedimentos da producdo ao processamento, bem

como determina os padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos estabelecidos pelo
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Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), para o leite cru,
pasteurizado e esterilizado (BRASIL, 2000).

A caracterizacao fisico-quimica do leite de cabra abrange, entre outras analises,
determinacdo da densidade, acidez titulavel, teor de gordura, extrato seco total e
desengordurado, lactose e proteina (MENDES et al., 2009).

A densidade é o peso especifico do leite, cujo resultado depende da concentragdo de
elementos em solucdo e da porcentagem de gordura (FONSECA; SANTOS, 2001;
MENDES et al., 2009). Alguns estudos tém mostrado que podem ser observadas variagdes
individuais, com valores para densidade entre 1.026 a 1.042 g L™ (RIBEIRO; RIBEIRO,
2001), ou entre 1.024 e 1.036 g L™ (FONSECA; SANTOS, 2001). De acordo com a IN-37,
os valores minimo e méximo admitidos para o leite de cabra sdo 1.028 e 1.034 g L™,
respectivamente (BRASIL, 2000).

O leite de cabra apresenta uma acidez natural de 14° Dornic ou pH 6,4 (RIBEIRO;
RIBEIRO, 2001). O teste Dornic tem sido preferido para a avaliagéo de acidez do leite por
detectar aumentos na concentracdo de acido latico. Entretanto, outros componentes do leite
como os citratos, fosfatos e proteinas podem interferir nesse parametro, possibilitando a
ocorréncia de resultados varidveis, entre 10° e 30°D (FONSECA; SANTOS, 2001). A IN-
37 estabelece para o leite de cabra valores minimos e maximos de 13 e 18°D,
respectivamente (BRASIL, 2000).

A gordura presente no leite encontra-se sob a forma de glébulos, que ficam
suspensos como uma emulsdo (RIBEIRO; RIBEIRO, 2001). No leite caprino, 65% dos
globulos de gordura apresentam diametro de 3,0 um (CENACHI et al., 2011). Parece
consenso que a gordura é o componente do leite que mais sofre influéncia da alimentacéo,
raca, estacdo do ano e periodo de lactacdo (SILVA, 1997; COULON; PRIOLO, 2002),
sendo encontrados resultados entre 4,6 a 5,5% (QUEIROGA et al., 1998) com valores
médios de 3,4%, (QUEIROGA et al., 2007) e 4,1% (GOMES et al., 2004). A despeito da
potencial variabilidade, a IN-37 define 2,9% como o limite minimo de gordura no leite de
cabra (BRASIL, 2000).

A quantidade de solidos totais (proteinas, lipidios, carboidratos, minerais e
vitaminas) esta diretamente relacionada ao rendimento da producdo de derivados do leite
como o queijo (COSTA et al., 2008). Estudos tém mostrado valores médios de 11,4% e
7,99% (QUEIROGA et al., 2007), 12,16% e 8,5% (STRZALKOWSKA et al., 2009) para

extrato seco total e desengordurado, respectivamente. O parametro EST esta
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correlacionado com o teor de gordura e a densidade do leite. O extrato seco
desengordurado compreende todos 0s seus componentes, exceto a 4gua e a gordura, por
isso esta altamente correlacionado com as porcentagens de gordura e de EST. A IN-37
somente estabelece que o valor minimo do ESD deve ser de 8,2%.

Dentre os carboidratos presentes no leite caprino, a lactose é considerado como
principal, quando comparada aos oligossacarideos, glicopeptideos, glicoproteinas e
acucares nucleotideos (CENACHI et al., 2011). A lactose é um dissacarideo formado por
uma molécula de glicose (o ou B) ¢ uma de galactose (B) (MENDES et al., 2009), cuja
quantidade minima admitida pela IN-37 é 4,3% (BRASIL, 2000).

As principais proteinas do leite de cabra sdo as mesmas dos leites de outras
espécies, caseinas (k-, B-, os1-, Og2- € y-Caseina) e soro-proteinas, P-lactoglobulina, o-
lactoalbumina, albumina do soro bovino e imunoglobulinas (CENACHI et al., 2011). A
IN-37 determina que a quantidade de proteina total do leite de cabra deve ser no minimo de
2,8% (BRASIL, 2000).

Em relagdo a proteina ag-caseina, o leite de cabra apresenta maiores proporc¢des de
as; do que ag- caseina. A ag-caseina tem sido apontada como responsavel pelo
aparecimento de reacdes alérgicas em algumas pessoas apds consumo do leite de vaca, que
diferentemente do leite caprino apresenta grandes proporcdes desta fracdo proteica
(MENDES et al., 2009). A diferenca existente na quantidade e composicao de aminoacidos
desta fracdo proteica no leite dessas espécies faz com que o leite caprino seja comumente
utilizado como substituto ao leite de vaca (HAENLEIN, 2004).

2.2 Composicdo lipidica do leite de cabra

Os acidos graxos do leite caprino sdo sintetizados nos alvéolos da glandula
mamaria, por meio da atividade enzimatica com a participacdo da acetil CoA carboxilase e
da acido graxo sintase, que, em ruminantes, utilizam o acetato como principal precursor
lipogénico. A acetil CoA carboxilase € responsavel pela formacdo do malonil-CoA, a
partir do acetato e a acido graxo sintase catalisa a condensac¢éo do malonil-CoA com acetil-
CoA ou butiril-CoA a partir do p-hidroxibutirato (CHILLIARD et al., 2001).

O leite caprino possui elevados teores de acidos graxos de cadeia curta e média, tais
como o acido butirico (C4:0), caproico (C6:0), caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico

(C12:0) e miristico (C14:0). Os é&cidos caproico, caprilico e caprico constituem cerca de
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15% a 20% de todos os &cidos graxos no leite de cabra (BOZA; SANZ SAMPELAYO,
1997; CHILLIARD et al., 2006; CENACHI et al., 2011).

A maior propor¢do dos acidos graxos de cadeia curta e média confere ao leite
caprino maior velocidade de digestdo, uma vez que seu baixo peso molecular e
hidrosolubilidade facilitam a acdo das enzimas digestivas, como as lipases nas ligacOes
éster dos triglicerideos, fazendo com que a hidrdlise ocorra de forma mais rapida e
completa, quando comparada ao que ocorre com 0s &cidos graxos de cadeia longa
(LOPEZ-ALIAGA et al., 2000; SANZ SAMPELAYO et al., 2007).

Os é&cidos linoleicos conjugados (CLA), predominantes no leite de ruminantes
(PRANDINI et al., 2007), sdo os mais estudados no que se refere a nutricdo e impacto
sobre a composicdo dos produtos. Esses &cidos graxos sdo 0S que apresentam maior

potencial funcional e de manipulacdo por meio da nutricdo (BONFIM et al., 2008).

2.3 Biossintese dos componentes do leite

A secrecdo do leite é resultante da sintese nas células epiteliais e sua passagem do
citoplasma das células para o lumen alveolar demanda enorme atividade metabdlica
(VENTURINI et al., 2007). Em uma cabra leiteira é requerida a passagem de
aproximadamente 45 litros de sangue pela glandula mamaria para produzir um litro de leite
(GONZALEZ, 2006).

O processamento inicia-se na boca pela mastigacdo e pela atuacdo de enzimas. O
material mastigado passa ao rimen, onde sofre a acdo de microrganismos, dentre eles
bactérias e protozoarios responsaveis pela fermentacdo continua do alimento ingerido. Os
produtos resultantes do metabolismo fermentativo, tais como aminoacidos, carboidratos e
gorduras, ap6s serem absorvidos no trato gastrointestinal, sdo transportados pela corrente
sanguinea até a glandula mamaria, onde sdo utilizados na sintese do leite (VENTURINI et
al., 2007).

A glicose da dieta é totalmente fermentada no ramen, onde é transformada em
acidos graxos volateis (acido acético, propibnico e butirico). No entanto, devido a grande
demanda do Ubere lactante pela glicose, o figado transforma o acido propiénico novamente
em glicose, a qual é transportada pelo sangue para o Ubere, onde é usada pelas células
secretorias como o bloco construtor de galactose e, subsequentemente, lactose, ou de

glicerol, necessério para sintese de gordura (WATTIAUX, 2009).
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Para a formacdo da molécula de lactose, ocorre a ligacdo entre a molécula de
glicose e outra de galactose, que é feita pela enzima lactose sintetase. A secrecdo de lactose
dentro do limen alveolar causa entrada de 4gua, exercendo importante controle do volume
do leite. Cada micrograma de lactose do leite arrasta aproximadamente 10 vezes 0 peso em
agua (FONSECA; SANTOS, 2001), constituindo-se no principal componente osmotico do
leite (GONZALEZ et al., 2001; QUEIROGA et al., 2007).

A sintese de proteina nas células secretoras ocorre no reticulo endoplasmatico
rugoso, cuja estrutura é predeterminada pela informacéo genética contida no DNA, o qual
funciona como um molde para a sintese de uma fita de RNA, que sera decodificada pelos
ribossomos (FONSECA; SANTOS, 2001). As proteinas do leite (exceto soroalbumina e
imunoglobulinas) séo sintetizadas por células epiteliais na glandula mamaria a partir dos
aminodacidos extraidos do sangue (GONZALEZ et al., 2001).

Acetato e butirato produzidos no rimen sdo usados em parte como blocos
construtores de cadeia curta de acidos graxos encontrados no leite. O glicerol necessario
para unir 3 acidos graxos em um triglicerideo vem da glicose. Cerca de 17-45% da gordura
do leite é construida de acetato e 8-25% de butirato. A composi¢do da dieta tem uma forte
influéncia na concentracdo da gordura do leite (WATTIAUX, 2009).

As vitaminas sdo compostos essenciais que sdo requeridos na dieta. A maioria das
vitaminas hidrossoltveis (complexo B) é sintetizada pelos microrganismos do rimen e,
dessa forma, os niveis de vitaminas no leite refletem o0s niveis presentes no sangue. As
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) estdo associadas com os glébulos de gordura
(FONSECA; SANTOS, 2001).

Embora o leite contenha varios minerais sob o ponto de vista nutritivo, os mais
importantes secretados no leite, envolvidos no crescimento dos 0ssos, sdo o calcio e o
fésforo (FONSECA; SANTOS, 2001).

2.4 Residuos no leite

Com o avango tecnoldgico da caprinocultura, tornou-se comum também a presenca
de substancias estranhas no leite, que podem ter efeitos nocivos a saude humana. O leite
pode se tornar veiculo para diversas substancias como conservantes, adulterantes,
antimicrobianos (SIQUEIRA, 2007) e anti-helminticos (BRANDON et al., 2002;
TURNIPSEED et al., 2005; SOUZA et al., 2007).
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Os residuos totais de um farmaco em tecidos de origem animal estdo constituidos
pelos produtos originais e seus metabdlitos ou derivados farmacoldgicos, que permanecem
no alimento depois da administracdo do farmaco aos animais (FAO/WHO, 1989).

Ciente que a qualidade do leite de cabra é influenciada, principalmente, pelo estado
sanitario do rebanho e pelo manejo, e, que a demanda pela qualidade vem aumentando
gradualmente, é necessario que medidas préticas de higiene sejam adotadas para a
obtencdo do mesmo, assim como, que métodos laboratoriais avaliem objetivamente essa
qualidade (SOUZA, 2003a; SIQUEIRA, 2007).

Com o objetivo de avaliar e prevenir esses riscos, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria implantou no Brasil, em 2003, o programa de anéalise de residuos em alimentos de
origem animal (PAMVET), que visa controlar residuos de medicamentos veterinarios nos
alimentos, propor o estabelecimento dos limites maximo de residuos (LMR) a serem
adotados no Brasil e estimular praticas de controle preventivo nas propriedades produtoras
e nas industrias de laticinios. A analise do leite foi definida como prioritéria por se tratar de
um alimento muito consumido pela populacdo brasileira. Definiram-se também os
principios ativos a serem pesquisados: tetraciclinas, beta-lactamicos, sulfas, abamectina,
doramectina e ivermectina (ANVISA, 2006).

2.4.1 Avermectinas

lvermectina

A ivermectina é um anti-helmintico endectocida de amplo espectro de atividade
contra muitas espécies de parasitas (CROOKS et al., 1998), membro do grupo de
ocorréncia natural conhecido como avermectinas (JACKSON, 1989).

As avermectinas sdo lactonas macrociclicas produzidas pela fermentacdo do fungo
actinomiceto Streptomyces avermitilis. Esse fungo produz uma mistura de oito diferentes
componentes: Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a e B2b (Figura 1) (BURG et al., 1979).
Dentre estes, a fragdo B1 é a que possui maior atividade antiparasitaria. Na producéao
industrial é impraticavel a separacdo dos grupos Bla e Blb. Portanto, os produtos
comerciais sao uma combinac¢ao de ndo menos que 90% do grupo “a” e nao mais que 10%
do grupo “b”, sendo a atividade bioldgica destes dois homologos quase idéntica (SHOOP

etal., 1995).
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A ivermectina possui formula molecular CssH74014 para a ivermectina Bla e
C47H7,014 para a ivermectina B1b, com respectivos pesos moleculares de 875 e 861 g mol
! (EUROPEAN, 2007).

4 H
o,
“rr "
) : N
4 C ™~ J ' [ |
B LYy
et H
" N R..
\ H :
1 0
; Nyt
1.
R
Avermecnna R Ry CreXeCos
ALl CH; C.H; -CH=CH-
Ay i CH; «CH=CH-
By, | C:H -CH=CH-
B H CH; -CH=CH-
Az CH C:H i c!‘-u
c—C
H H
A= CH: CH ':’3'*'
C—C
=, H
B H C.H '.'H
—C—C—
", H
B H CH; TH
— e —
H, 1
Ivermectina H 80% CH «CH-CHy»

20% CH,

Figura 1- Estrutura e férmulas das avermectinas

O mecanismo de acdo da ivermectina baseia-se na paralisia em artrépodes e
nematoides ao aumentar a permeabilidade da membrana celular para os ions cloro (CI),
com resultante hiperpolarizacdo e paralisia da musculatura da faringe e do corpo dos
parasitas. Os efeitos paralisantes sdo mediados pelos canais de cloro ligados ao acido gama
amino butirico (GABA), ou ao glutamato. Porém, para os efeitos mediados por GABA, séo
necessarias concentracdes mais elevadas do que aquelas para abrir os canais de cloro
ligados ao glutamato. A elevada afinidade dessas drogas seria dada pela unido das
subunidades alfa aos canais de cloro (ARENA et al., 1995).
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A hipotese do seu mecanismo de acdo agonistica do acido gama amino butirico
(GABA) explica porque as avermectinas ndo agem sobre cestodeos e trematddeos, vez que
ndo possuem os receptores GABA. Sua baixa toxicidade para os mamiferos é explicada
pela impossibilidade de atravessar a barreira hematocefalica, ndo atingindo, assim, tais
receptores, pelo fato de restringirem-se quase que, exclusivamente, ao sistema nervoso
central (MARTIN et al., 1997).

Devido a alta lipofilicidade, a farmacocinética da ivermectina € caracterizada por
um longa persisténcia no organismo, que é influenciado pela formulacdo e via de
administracdo (MCKELLAR; BENCHAOUI, 1996; LANUSSE et al., 1997).

A aplicacdo do medicamento na forma topica, na dose de 500 pg kg™ de peso vivo,
apresenta residuos nos musculos, figado, gordura e no local de aplicacdo durante 21, 42 e
56 dias, respectivamente (FAO/WHO 1993).

Estudo farmacocinético da ivermectina administrada por via oral demonstra que,
aproximadamente, 55% do farmaco administrado sdo absorvidos e é detectado no plasma
em uma hora, atingindo pico plasmatico em 4 a 5 horas ap6s 0 uso. E metabolizado no
figado e seus metabdlitos sdo excretados na bile (TURNER et al., 2005).

As ivermectinas séo drogas utilizadas extensivamente em animais produtores de
alimentos, sendo de grande importancia o monitoramento de seus residuos em produtos
destinados a alimentacdo humana, uma vez que pode apresentar efeitos negativos sobre a
salde, podendo desencadear o fendmeno da resisténcia parasitaria aos principios
utilizados, além de estudos demonstrarem que o0s residuos de ivermectina podem
apresentar efeitos mutagénicos e/ou teratogénicos em outras espécies de mamiferos
(EMEA, 2004).

Uma importante via de excrecdo das moléculas endectocidas € a glandula mamaria,
sendo que cinco e meio por cento da dose de ivermectina é eliminada através do leite
(ALVINERIE et al., 1994). lvermectina atinge concentragdes similares ou maiores no leite,
quando comparadas com as obtidas no plasma de ovinos e caprinos. O percentual de doses
eliminadas no leite é influenciado pelo seu teor de gordura (LANUSSE et al., 2009). Neste
sentido, 0 CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO, 1993) determina o valor de 10 pg L™

como limite méximo de ivermectina no leite.
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2.4.2 Benzimidazois

Albendazole

O albendazole é um anti-helmintico pertencente ao grupo dos benzimidazdis que
apresenta amplo espectro de acdo contra os parasitas e baixa toxicidade para os animais,
apresentando alta margem de seguranga, sendo, por essa razdo, amplamente utilizado em
animais de producdo (EMEA, 1997; CAPECE et al., 2002). O albendazole (C1,H15N30,S)
apresenta peso molecular de 265,33 g mol™, com faixa de fusdo de 208°C a 209°C e maior
solubilidade em meio &cido (ANVISA, 2010).
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Figura 2 - Estutura do albendazole

O mecanismo de acdo consiste na unido do albendazole com a tubulina dos
helmintos, proteina solUvel que constitui a estrutura basica dos microtubulos. Diversos
estudos tém demonstrado que albendazole se liga de forma irreversivel no sitio de ligacdo
da colquicina, subunidade B da tubulina (LACEY, 1990). Os dimeros da tubulina, unidos a
molécula do albendazole, ndo podem se polimerizar para formar os microtibulos e, dessa
forma, alteram o equilibrio microtdbulos-tubulina. A perda deste equlibrio bloqueia a
absorcdo e excrecdo de nutrientes, submetendo o parasita a um jejum hidrico (LANUSSE
et al., 2009).

A despolarizacdo dos microtibulos promove a perda de funcdo de varios
componentes da célula, que sdo dependentes desta estrutura, incluindo a funcdo dos
neurotransmissores e outros mensageiros intracelulares, eliminacdo de produtos de
degradacédo, absorcdo de nutrientes, divisdo celular, organizacdo intracelular e outras
interacOes vitais do tipo proteina-proteina que levam a morte celular (MOLENTO, 2004).

Por outro lado, embora o uso do albendazole tenha se tornado extremamente
comum em todo 0 mundo, os residuos destes farmacos em animais produtores de alimentos

deve ser monitorado, uma vez que a FAO/WHO (1989) tem alertado para seu efeito toxico,
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incluindo alguns estudos sobre efeitos carcinogénicos, genotdxicos e teratogénicos
(LANUSSE et al., 2009). Esses autores destacam ainda que os efeitos teratogénicos
evidenciados logo apds o seu uso em fémeas ovinas gestantes podem ser explicados por
sua acdo antimicrotubular.

Apesar das informacdes sobre a excrecdo do albendazole e dos seus metabolitos
através do leite serem escassas (DAYAN, 2003), a comunidade Europeia estabeleceu o
limite maximo de residuo no leite em 100 pug L™ (REGULAMENTO (CE)1646/2004).

2.5 Métodos cromatograficos de analises do leite

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de métodos que
permitem separar componentes semelhantes de misturas complexas (SKOOG et al., 2002).
Ela estd fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre devido a diferentes interacdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estaciondria. A grande variedade de combinacdes entre fases mdveis e estacionarias a torna
uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo (DEGANI et al., 1998).

As técnicas de separacdo, tais como cromatografia gasosa (CG) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), vém se destacando na quimica analitica pela capacidade
de realizarem andlises qualitativas e quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas,
bioldgicas e em alimentos (RIBANI et al., 2004).

2.5.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia para analise de residuos de farmacos

A confiabilidade dos estudos relativos a presenca de farmacos em alimentos de
origem animal e outras matrizes é extremamente dependente da eficiéncia do método
analitico empregado (SKALAVOUNOS et al., 1994).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a mais usada de todas as técnicas
analiticas de separacdo, devido a sensibilidade, a facil adaptacdo para determinacdes
quantitativas acuradas, sua adequacdo a separacdo de espécies ndo-volateis ou
termicamente frageis, além da ampla aplicabilidade as substancias de grande interesse para
muitos campos da ciéncia, para a industria e para o publico (SKOOG et al., 2002).

Souza et al. (2003b), citando varios autores, destacam que 0s primeiros metodos

publicados para determinagdo de avermectinas empregavam purificacdo por extragdo em

25



fase solida e particdo liquido:liquido, seguidas de determinacdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), em fase normal, com deteccdo por ultra-violeta (UV).
Posteriormente, métodos mais rapidos foram desenvolvidos empregando purificacdo com
cartuchos de extracdo em fase solida, seguidos de determinacdo por CLAE/UV em fase
reversa.

Estudos desenvolvidos (PRABHU et al., 1991; SKALAVOUNOS et al., 1994),
relacionados a avermectinas, destacam métodos empregando purificacdo, seguida de
derivatizacdo para um composto fluorescente e posterior determinacdo por CLAE,
deteccdo de fluorescéncia (FL). Métodos estes que tém sido amplamente utilizados e
recomendados por 6rgdos oficiais de regulamentacdo (BRASIL, 1999; FAO/WHO, 1999).

A maioria das drogas benzimidazolicas € licenciada para utilizacdo em animais
produtores de alimentos. O desenvolvimento de um Unico método capaz de testar todos 0s
residuos é muito dificil (DOWLING et al., 2005). Alguns métodos tém sido desenvolvidos
para a determinacdo de albendazole e seus principais metabdlitos em plasma humano
(BONATO et al., 2003), sendo a maior parte com base em extracdo liquido/liquido, com
determinacdo com CLAE/UV (DAYAN et al., 2003).

Alguns métodos tém sido relatados para analise de residuos de benzimidazdis na
matriz leite. De Ruyck et al. (2000) e Moreno et al. (2005) empregraram a cromatografia
liquida; Xia et al. (2010) destacam a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada

a espectrometria de massa (UCLAE/EM), obtendo resultados satisfatorios.

2.5.1.1 Preparo de amostras para determinacdo de residuos por cromatografica
liquida de alta eficiéncia

O preparo das amostras constitui-se em uma das etapas mais importantes de um
processo analitico. Para evitar interferéncias e incompatibilidades com equipamentos
analiticos, as matrizes geralmente ndo sdo analisadas quimicamente na forma bruta, sendo
empregados procedimentos de preparo da amostra, com 0s quais Se procura isolar e
concentrar os analitos a niveis adequados e obter um nivel de limpeza da amostra que nédo
comprometa a sua analise quimica (VALENTE; AUGUSTO, 2000).

Amostras biolégicas como soro, plasma, urina e leite sdo consideradas complexas,
uma vez que contém muitos componentes que podem interferir e dificultar suas analises,

havendo, portanto, necessidade de pre-tratamento (extracdo, pré-concentracdo etc.) para
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que possam ser obtidas em meio apropriado e em concentracbes adequadas para sua
injecdo no sistema cromatografico (PEZZA et al., 2006).

As técnicas de extracao e/ou pré-concentracdo de farmacos em amostras bioldgicas
mais frequentemente utilizadas sdo: extracdo liquido-liquido (LLE - Liquid-Liquid
Extraction), extracdo em fase solida (SPE- Solid Phase Extraction) (PEZZA et al., 2006),
extracdo por fluido supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction), e, mais
recentemente, a micro extracdo em fase sélida (SPME- Solid Phase Microextraction)
(BARRIONUEVO; LANCAS, 2001). Essas tecnicas, executadas a partir de subfracdes da
amostra original, enriquecidas com substancias de interesse analitico, permitem a
separagdo cromatografica livre de interferentes, com detec¢do adequada e um tempo
razoavel de analise (QUEIROZ et al., 2001).

A extracdo liquido-liquido é uma técnica classica de preparacdo de amostras, a qual
requer a utilizacdo de grandes quantidades de solventes organicos, necessita de maior
tempo de analise (SMITH, 2003) e é de dificil automacao (QUEIROZ et al., 2001), quando
comparada a extracdo em fase solida, a qual demanda menor tempo de analise, menor
quantidade de solventes, ndo forma emulsGes, promove 0 enriquecimento de tracos e
apresenta alto potencial para automatizacdo (SANTOS NETO; SIQUEIRA, 2005).

A extragdo por fluido supercritico tem atraido interesse devido ao seu potencial
para andlise, mas devido a exigéncia de equipamento especializado, ndo tem encontrado
ampla aplicacdo (PEZZA et al., 2006). No tocante a micro extracdo em fase sélida, esta
técnica tem se destacado por ser uma técnica simples, de baixo custo e de facil automacao
((BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

Extracédo em fase sélida (SPE)

Este tipo de extracdo € muito utilizada pela sua eficacia na purificacdo de extratos e
concentracdo dos analitos de interesse. Conhecendo as caracteristicas dos compostos em
questdo, relativamente a sua polaridade e solubilidade, e se é extraido em meio acido ou
basico, é possivel determinar quais as colunas de extracdo indicadas (FREITAS et al.,
2008). Neste tipo de extragdo, os analitos contidos numa matriz aquosa sdo extraidos,
juntamente com o0s compostos interferentes, apds passarem por um cartucho contendo

sorvente. Um solvente organico seletivo € geralmente utilizado para remover 0s

27



interferentes e, entdo, outro solvente é usado para lavar os analitos de interesse
(BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

As etapas da extracdo resumem-se na ativacdo do sorvente (condicionamento),
percolacdo da amostra/sor¢do dos analitos no sorvente, eliminacdo dos interferentes da
matriz (clean up), eluicdo dos analitos e posterior concentragdo do composto de interesse
(CALDAS et al., 2011) (Figura 3). A etapa de condicionamento do cartucho/coluna SPE
destina-se a ativar o sorvente, e o solvente a ser utilizado nessa etapa dependerd, principal-
mente, do material a ser ativado (C8, C18, ciano, silica, amino, entre outros) (CALDAS et
al., 2011).

Condicionamento Percolagao Lavagem Eluicao
da amostra

e
e

.-A

u

o

°a .

A - *

. = -

Eluicdo de interferentes Analitos
Solvente Amostra H.O A W Interferentes @ Analitos

Figura 3 - Etapas envolvidas na SPE: condicionamento do sorvente, adicdo da amostra,
remog&o dos interferentes e eluicdo do analito (CALDAS et al., 2011).

Apesar da extracdo em fase sélida ser uma das técnicas de extragdo mais utilizadas
por apresentar vantagens com relacdo aos métodos mais cléssicos, tais como praticidade e
maior sensibilidade, esta técnica tem algumas limitacGes. Uma delas refere-se a etapa de
dessorcdo do analito aprisionado no cartucho de SPE, que requer, geralmente, o uso de
solventes toxicos (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

Estudos foram desenvolvidos utilizando a extracdo em fase soélida para
determinacdo de farmacos em leite (DISERENS; HENZELIN 1999; POLLMEIER et al.,
2002; TURNIPSEED et al., 2005; SOUZA et al., 2007) com posterior determina¢do em

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2.5.2 Cromatografia gasosa para andlise de acidos graxos em leite

Na cromatografia gasosa (CG), a amostra é convertida para o estado de vapor, e 0
eluente € um gas inerte que atua como fase modvel. Neste tipo de cromatografia,
diferentemente das outras, a fase movel ndo interage com as moléculas do analito, tendo
como Unica funcao o transporte do analito atraves da coluna (CHRISTIAN, 1994, SKOOG
etal., 2002).

Para o estudo dos acidos graxos, a cromatografia gasosa tem sido a técnica mais
aplicada, devido principalmente ao desenvolvimento de fases estacionarias que
possibilitam a separacdo dos diversos isbmeros posicionais e geométricos existentes na
mistura (SIMIONATO, 2008). Além de possuir um alto poder de resolucdo, € muito
atrativa devido & possibilidade de deteccdo em escala de nano a picogramas (10°°- 102 g)
(DEGANI et al., 1998).

A composicdo de 4&cidos graxos da gordura do leite, determinado pela
cromatografia em fase gasosa com coluna capilar, tem sido estudada por muitas décadas e
ainda é altamente relevante para a pesquisa e estudos de autenticacdo do leite (LUNA et
al., 2005).

Quando é utilizada a técnica da cromatografia a gas para andlise de alimentos, o
detector de ionizacdo de chama é o mais conveniente, devido & quantidade minima
detectavel (10™? g), resposta quase universal, faixa de linearidade e resposta rapida
(COLLINS et al., 2006).

A andlise de &cidos graxos apresenta uma certa complexidade devido a vasta gama
do tamanho molecular e da presenca de grande quantidade de acidos graxos de cadeia curta
(LUNA et al., 2005).

Para a analise de acidos graxos utilizando cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama (FID) do inglés flame ionization detector, faz-se necessario a
derivatizacdo classica, que se baseia na conversao dos acidos graxos em ésteres metilicos
de acidos graxos, permitindo que o acido graxo se torne mais volatil e menos polar
(FUENTE et al., 2006).
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2.6 Validacdo do método analitico para determinacdo de residuos farmacoldgicos no
leite caprino

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de dois
parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o
alcance de um método durante as operacdes de rotina de um laboratorio é estabelecendo os
limites destes par&metros por meio da estimativa das figuras de mérito, numa etapa
conhecida como validacdo (RIBEIRO et al., 2008).

O desenvolvimento de um novo método analitico, a adaptacédo ou aplicacdo de um
método conhecido, independentemente de qudo adequado é o desempenho de um método
em um estudo de validacdo ja estabelecido, faz-se necessario atestar a sua eficiéncia ou
confirmar que o meétodo é valido, quando aplicado em usos de rotina por meio de
procedimentos de validacdo (SOUZA et al., 2007; ARAGAO et al., 2009).

A validacdo de um método analitico consiste na comprovacao através de evidéncias
objetivas, de que sdo respeitados os requisitos especificos para uma determinada utilizacdo
pretendida (ABNT, 2001). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
considera que “a validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados”.

A validacdo de um método € um processo continuo que comeca no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia
(RIBANI et al., 2004).

Em relacdo aos parametros de desempenho e critérios de aceitacéo, os laboratorios,
ao reproduzir métodos oficiais, sdo considerados validados quando forem avaliados
parametros como precisdo, especificidade e linearidade. No caso de metodologias ndo-
oficiais, a metodologia s6 serd considerada validada se forem avaliados os seguintes
requisitos, quando aplicavel: seletividade (especificidade), linearidade, faixa linear e faixa
de trabalho, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, exatiddo, precisdo e robustez
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2003).
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Seletividade

A seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz (ANVISA, 2003). De acordo Ribani et al. (2004), a
seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de avaliar, de forma
inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir
com a sua determinacdo em uma amostra complexa.

O termo especificidade tem sido utilizado frequentemente com o0 mesmo
significado de seletividade (RIBANI et al., 2004). No entanto, em relagdo aos metodos
cromatograficos, como a maioria produz respostas nao s6 para os analitos de interesse, mas
também para outros compostos presentes em uma amostra, o termo seletividade € mais
apropriado que o termo especificidade (CASSIANO et al., 2009).

Linearidade

A linearidade de um método expressa a faixa na qual o sinal analitico, denominado
variavel dependente yi, é linearmente proporcional a sua concentragdo, denominada
variavel independente xi, e a equacdo matematica que descreve esta dependéncia é
conhecida como curva analitica ou curva de calibragdo. O ajuste de qualquer equacgédo
matematica é feito pelo método dos quadrados minimos, no qual a melhor curva sera
aquela que fornecera o menor valor para a soma quadratica dos residuos (Q) obtidos entre
o sinal analitico medido e o sinal analitico predito, para um conjunto de N pontos
experimentais (RIBEIRO et al., 2008).

A curva de calibracdo corresponde ao modelo matematico que estabelece uma
relacdo entre a resposta instrumental (&rea/altura da banda cromatogréafica) e a
concentragdo do analito. E necessario elaborar uma curva de calibragio para cada analito

que se deseja determinar e para cada corrida analitica (ANVISA, 2003).

Faixa linear e Faixa de trabalho

A faixa de trabalho deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio vai ser

usado e a concentragdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no
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centro da faixa de trabalho. Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta
linear e dentro desta, a resposta do sinal terd uma relagdo linear com o analito ou valor da
propriedade. A extensdo dessa faixa pode ser estabelecida durante a avaliacdo da faixa de
trabalho (INMETRO, 2003).

Limite de Deteccdo e Quantificacdo

Os termos limite de quantificacdo e limite de deteccdo sdo utilizados para
demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar baixas concentragdes de um
analito (CASSIANO et al., 2009).

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, ndo necessariamente quantificada sob condicBes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2003).

Limite de deteccdo do equipamento (LDE) é definido como uma concentracdo do
analito que produza um sinal trés vezes superior a relacdo sinal/ruido (INMETRO, 2003;
ANVISA, 2003).

Limite de deteccdo do método (LDM) é a menor concentracdo de uma substancia
que pode ser detectado com 95% ou 99% de confianca de que a concentragdo do analito €
maior que zero, determinado através de uma analise completa de uma determinada matriz
(INMETRO, 2003).

O limite de deteccdo pode ser determinado de diversas formas, como a relacdo
sinal/ruido, desvio padrdo da resposta, do coeficiente angular, método visual e modelos
estatisticos. Desde que sejam estabelecidos critérios de aceitabilidade e comprovado com
certo limite de confianca aceitavel (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003).

Utilizando o método baseado em parametros da curva analitica, o limite de

deteccdo (LD), de acordo a ANVISA (2003), pode ser expresso como:
LD=33x~>
S

Em que: s € a estimativa do desvio padréo da resposta, que pode ser a estimativa do
desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da

equacéo e S ¢ a inclinagdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica.

32



O limite de quantificacdo é definido como a menor concentracdo do analito de
interesse em uma amostra, que pode ser quantitativamente determinado com valores
aceitaveis de precisao e exatiddo (CASSIANO et al., 2009).

De acordo Ribani et al. (2004), o limite de quantificacdo, assim como o limite de
deteccdo, pode ser calculado utilizando o método visual, a relacéo sinal-ruido ou a relagéo
entre a estimativa do desvio padrdo da resposta e a inclina¢do da curva analitica, a partir da

equacao:

A

LQ=10x—

S

Em que: s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do

desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do coeficiente linear da

equacéo e S ¢ a inclinagdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica.
Exatidéao

Exatiddo é o grau de concordancia entre os resultados obtidos pelo método em
relacdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003). Os processos normalmente utilizados para
avaliar a exatiddo sdo a utilizacdo de materiais de referéncia certificados (MRC),
comparac0es interlaboratoriais e testes de recuperacdo (INMETRO, 2003).

A recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas
com quantidades conhecidas do mesmo. As amostras podem ser fortificadas com o analito
em pelo menos trés diferentes concentrages: baixa, média e alta, da faixa de uso do
método (INMETRO, 2003), podendo ser calculada pela equacao:

Recuperacgédo (%) = {%J %100
3

Em que: C;= concentracdo do analito na amostra fortificada
C,= concentracdo do analito na amostra ndo fortificada

Cs=concentra¢édo do analito adicionada a amostra fortificada
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Precisdo

Representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
amostras semelhantes ou padrdes, utilizando certas condices definidas. As duas formas
mais comuns de representa-la sdo por meio de repetitividade e reprodutibilidade, sendo
usualmente expressa pelo desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (CV%). Ambas sdo
dependentes da concentracdo do analito e devem ser determinadas por um diferente
numero de concentracdes (INMETRO, 2003).

A precisdo em validagcbes de metodos analiticos é considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (INMETRO, 2003;
ANVISA, 2003).

Uma das formas de expressar a precisdo é através da estimativa do desvio padrdo
relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV) que, de acordo a
ANVISA (2003), pode ser calculado por:

5
RSD (%) ou CV (%) ==x100
X
Em que: x é a média aritmética das determinacdes e s € a estimativa do

desvio padrdo da resposta.
Repetitividade

A repetitividade ou repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de
medicBes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicbes de
medicdo, chamadas condicBes de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo analista;
mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢fes; mesmo local; repeticdes em um curto
intervalo de tempo (RIBANI et al.,, 2004). A repetitividade pode ser expressa
quantitativamente em termos da caracteristica da dispersdo dos resultados e pode ser
determinada por meio da anélise de padrfes, material de referéncia ou adi¢do do analito a
branco da amostra, em varias concentragdes na faixa de trabalho (INMETRO, 2003). A
ANVISA utiliza 0 mesmo conceito para o termo repetibilidade (ANVISA, 2003)
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Reprodutibilidade

Entende-se por reprodutibilidade o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢cbes de uma mesma amostra, usando o mesmo método, efetuadas sob condicGes
variadas (diferentes laboratorios, diferentes analistas e equipamentos) (INMETRO, 2003;
RIBANI et al., 2004). No entanto, é possivel avaliar a reprodutibilidade parcialmente, na
qual somente alguns dos fatores citados sdo modificados. Neste caso, as variaveis avaliadas
devem ser registradas (CASSIANO et al., 2009).

Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padr@es, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas
definindo exatamente quais as condi¢des a variar (uma ou mais) (ISO 5725-3:1994),
podendo ser definida como a habilidade do método em fornecer os mesmos resultados,
quando as analises sdo conduzidas no mesmo laboratorio, mas em diferentes dias, por

diferentes analistas e diferentes equipamentos (CASSIANO et al., 2009).

Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes dos pardmetros analiticos, indicando sua confianca
durante o uso normal (ANVISA, 2003). A robustez de um método cromatografico pode ser
avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros como a concentracdo do solvente
organico, pH e forca i6nica da fase movel em CLAE (RIBANI et al., 2004).

Para determinar a robustez do método, pode-se recorrer ao teste de Youden
(INMETRO, 2003; BURIN, 2008), uma vez que 0 mesmo permite ndo sé avaliar a
robustez do método, como também ordenar a influéncia de cada uma das variacdes nos
resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas varia¢fes. Quanto
maior for a robustez de um metodo, maior serd a confianga desse relacionamento a sua
precisdo (INMETRO, 2003).
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CAPITULO |

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E COMPOSICAO LIPIDICA DO
LEITE DE CABRAS NATIVAS CRIADAS EM SISTEMA EXTENSIVO NA
CAATINGA?

RESUMO

Este estudo objetivou caracterizar os aspectos fisico-quimicos e a composicdo de acidos
graxos do leite de cabras nativas criadas em sistema extensivo na Caatinga. Para tanto,
foram utilizadas 10 cabras lactantes, pluriparas, pertencentes a um rebanho de 240 matrizes
sem raca definida criadas extensivamente em pastagem nativa na Caatinga. As matrizes
foram acompanhadas do parto aos 90 dias de lactagdo, com coletas quinzenais de amostras
de leite para posteriores analises. A acidez titulavel variou de 15,5°D a 18,4°D. A
densidade apresentou valor médio de 1028,9 g L™. Os teores de gordura variaram de
maneira expressiva entre os dias 15 e 45 de lactacdo (2,5+0,6 vs 3,7+£1,4; P<0,05). O
extrato seco total variou ao longo da lactagéo, tendo alcangado o maior e menor valor
(12,4+1,2 vs 10,1+1,1; P<0,05) no 30° e 90° dia, respectivamente. Em relacdo ao extrato
seco desengordurado, os valores mais altos e mais baixos foram verificados no 30°
(9,2£0,3) e 90° dia (7,2+0,8), respectivamente (P<0,05). Os teores de lactose e proteina ndo
diferiram no periodo de lactagdo (P>0,05) com percentuais médios de 4,5% e 3,2%,
respectivamente. Houve diferencas significativas (P<0,05) entre os acidos graxos ao longo
de 90 dias da lactacdo, observando-se 0s maiores percentuais de acidos graxos saturados no
30° dia da lactacdo e para os &cidos graxos insaturados no 45° e 60° da lactacdo. O leite de
cabras nativas apresenta predominancia de acidos graxos saturados, mantendo, ao longo da
lactacdo, uma proporcdo média de 78:20:2 para acidos graxos saturados, monoinsaturados
e poliinsaturados, respectivamente. Os aspectos fisico-quimicos do leite de cabras nativas
criadas em sistema extensivo da caatinga apresentam variagOes significativas ao longo da
lactacdo.

Palavras-chave: acidos graxos, composicdo do leite, leite caprino, semidrido.

* Enviado para publicagdo na Revista Caatinga
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CHAPTER |

PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS AND LIPIDIC COMPOSITION
OF THE MILK FROM NATIVE GOATS RAISED IN AN EXTENSIVE SYSTEM
IN THE CAATINGA

ABSTRACT

This study aimed to characterize the physical-chemical aspects and the composition of
fatty acids of the milk from native goats raised in an extensive system in the Caatinga. To
do so, one used 10 lactating pluriparous goats belonging to a herd of 240 mongrel arrays
raised extensively on native pasture in the Caatinga. The arrays were followed from their
birth to the 90" day of lactation, with fortnightly collections of milk samples for further
analyses. The titratable acidity ranged from 15.5°D to 18.4°D. Density showed an average
value of 1028.9 g L. The fat content varied in a significant way between the 15" and the
45" day of lactation (2.5+0.6 vs 3.7+1.4; P<0.05). The total dry extract varied over the
lactation period, reaching the highest and the lowest value (12.4+1.2 vs 10.1+1.1; P<0.05)
on the 30™ and the 90™ day, respectively. Regarding the defatted dry extract, the highest
and the lowest values were found on the 30" (9.2 + 0.3) and on the 90" day (7.2+0.8),
respectively (P<0.05). Lactose and protein contents did not differ over the lactation period
(P>0.05) with average percentages of 4.5% and 3.2%, respectively. There were significant
differences (P<0.05) between the fatty acids over the 90 days of lactation, the highest
percentages of saturated fatty acids being observed on the 30™ day of lactation and for the
unsaturated fatty acids on the 45" and the 60™ day of lactation. The milk from native goats
shows predominance of saturated fatty acids, maintaining an average ratio of 78:20:2 over
the lactation period for saturated fatty, monounsaturated and polyunsaturated acids,
respectively. The physical-chemical aspects of the milk from native goats raised in an
extensive system in the Caatinga show significant variations over the lactation period.

Keywords: fatty acids, milk composition, goat milk, semi-arid.
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3.1 INTRODUCAO

O leite de cabra, pelas suas caracteristicas fisicas e quimicas diferenciadas,
apresenta alto valor nutritivo, hipoalergenicidade e elevada digestibilidade, sendo indicado
para criangas, adultos, idosos e pessoas com restri¢cdes alimentares (PARK, 1994; PARK et
al., 2007).

O conhecimento da composicéo lipidica dos alimentos é importante para a nutricdo
humana, com relevante atencdo em casos de patologias cardiovasculares. Os lipidios sao
um dos mais importantes componentes da qualidade tecnoldgica e nutricional do leite
caprino, uma vez que influencia na coloracédo, sabor, odor, rendimento e consisténcia dos
produtos (CHILLIARD et al., 2003; QUEIROGA et al., 2007; EKNAES et al., 2009).

O leite de caprinos tem uma gordura rica em acidos graxos de cadeia curta
contendo de 6-10 atomos de carbono, denominados de caproico (C6:0), caprilico (C8:0) e
caprico (C10:0). Estes trés &cidos graxos juntos compdem cerca de 15-18% da gordura do
leite de cabra (BOZA; SANZ SAMPELAYO, 1997).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, para subsidiar a linha de
producdo do leite de cabra, determinou, por meio da Instru¢cdo Normativa 37, os valores
limites para os parametros fisico-quimicos de acidez, densidade, gordura, lactose, proteina
e extrato seco desengordurado, regulamentando desde os aspectos de produgdo até o
processamento (BRASIL, 2000).

As informacdes sobre a composicdo do leite de cabra no Brasil é proveniente de
estudos realizados com caprinos leiteiros, em especial da ragca Saanen (GOMES et al.,
2004). No entanto, na regido Nordeste, a maioria absoluta dos caprinos é do tipo sem raca
definida (SRD), os quais, embora apresentem baixa produtividade, contribuem de forma
significativa para a oferta de leite para a populacdo de baixa renda.

Considerando que a composicgdo do leite pode sofrer influéncia de diversos fatores,
incluindo dias de lactacdo (MORAND-FEHR, 2005; QUEIROGA et al., 2007), este estudo
objetivou caracterizar os aspectos fisico-quimicos e a composicdo de acidos graxos do leite

de cabras nativas (SRD) criadas em sistema extensivo na Caatinga.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Coleta de amostras de leite

As amostras foram obtidas a partir de um rebanho pertencente & Fazenda Véarzea
Comprida, localizada no municipio de Brumado-BA (13°39'13”S, 41°50'37”0), a 422 m
de altitude, clima semiarido, temperatura média anual de 25°C e precipitacdo pluviométrica
média de 653 mm/ano (INMET, 2006).

Para este estudo, foram selecionadas 10 cabras lactantes, pluriparas, pertencentes a
um rebanho de 240 matrizes sem raca definida, criadas extensivamente em pastagem
nativa da caatinga. As matrizes foram acompanhadas do parto aos 90 dias de lactagcdo, em
coletas quinzenais de amostras de leite, entre os meses de abril a junho de 2011.

As amostras de leite (300 mL) obtidas por ordenha manual foram acondicionadas
em sacos plasticos descartaveis, devidamente identificadas e entdo mantidas em freezer a -
20°C. As anélises foram realizadas no Laboratorio de Analise de Agua e Alimentos,
Laboratorio de Nutricdo Animal e no Centro de Analises Cromatograficas da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB.

3.2.2 Processamento das amostras

Para caracterizacdo fisico-quimica do leite, foram determinados acidez, expressa
em °D; indice de densidade por leitura em termolactodensimetro a 15°C; teor de gordura,
utilizando-se o lactobutirometro de Gerber; lactose (em g/100 g), pela reducédo de Fehling
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985); teor de proteina, pelo método Kjedahl (métodos
AOAC, 991.20 e 991.23), utilizando o fator 6,38 para conversdo do percentual de
nitrogénio em percentual proteico. O extrato seco foi obtido pela equacdo de Fleischmann
%EST =1,2G +2,655[(100D —100)/ D], (em que G é o percentual de gordura e D a

densidade) e o extrato seco desengordurado obtido pela diferenca entre o valor do EST e o
percentual de gordura (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Para determinacgdo da composicdo lipidica, cada amostra (50,0 mL) foi centrifugada
a 8064 x g, por 30 min., a 4 °C, em Centrifuga de Alta Rotacdo (Himac CF 16RX II,

Hitachi, Japdo) e a fracdo lipidica, camada solida formada na parte superior, foi coletada e
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armazenada em frascos do tipo Eppendorf, mantidos sob refrigeragdo para posterior
andlise, conforme sugerido por Reveneau (2008).

A fracdo lipidica foi submetida a preparacdo de ésteres metilicos de acidos graxos
na seguinte ordem: 5,0 mL de solucéo de metéxido de sédio 0,25 mol L™ em metanol-
dietil éter (1:1), em tubo de tampa rosqueavel com aproximadamente 150 mg de lipidios e
agitado por trés minutos; a mistura, foram adicionados 2,0 mL de iso-octano e 10,0 mL de
solucdo saturada de cloreto de sodio, novamente agitado e deixado em repouso para
separacdo das fases; o sobrenadante foi transferido para frascos do tipo Eppendorf,
devidamente identificados, para posterior anélise cromatografica (BANNON et al., 1982,
modificado por SIMIONATO et al., 2010).

A analise dos esteres dos &cidos graxos foi realizada através de sistema de
cromatografia gasosa modelo Trace-GC-Ultra, com Detector de lonizacdo de Chama (DIC)
e coluna capilar de silica fundida BPX-70 (120m, 0,25mm d.i) (CG, Thermo Finnigan,
USA).

As vazdes dos gases (White Martins) foram de 8,0 mL min™ para o géas de arraste -
N,; 30 mL min™ para o gés auxiliar - N»; 30 mL min™ para o H, e 250 mL min™ para o ar
sintético da chama. A razdo da divisdo da amostra foi de 90:10 (LACERDA, 2012,
modificado).

As temperaturas do injetor e detector foram 250°C e 280°C, respectivamente. A
temperatura da coluna foi programada a 140°C por 10 minutos, seguido por uma primeira
rampa de 15°C min™ até atingir 200°C, permanecendo por 1 minuto. A segunda rampa foi
de 10°C min™ até atingir 230°C, permanecendo 1 minuto nesta temperatura. A terceira
rampa de 0,4°C min™ até atingir 233°C, permanecendo por 2 minutos. A Gltima rampa foi
de 0,5°C min™ até atingir 238°C, permanecendo por 4 minutos (COSTA et al., 2011,
modificado).

As injecOes foram realizadas em triplicata com volumes das inje¢des de 1,2 uL e o
tempo total da andlise foi de 42,50 minutos. Para a identificacdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos, foram utilizados padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos contendo 0s
isbmeros cis-9, trans-11 e trans-10, cis-12 do &acido linoléico (189-19, O-5632 e O-5626,
Sigma, EUA).
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3.2.3 Interpretagéo dos resultados e analise estatistica

A interpretacdo dos resultados foi realizada com base na Instrucdo Normativa 37 do
Regulamento Técnico de Producdo, Identidade e Qualidade do leite de cabra (BRASIL,
2000).

Na andlise estatistica, os dados quantitativos obtidos foram submetidos a ANOVA
e as médias comparadas pelo teste Duncan (SAS, versdo 8.0). As diferencas foram
consideradas significativas com P<0,05. As correlagdes entre os parametros fisico-
quimicos foram avaliadas através da correlacdo de Pearson do PROC CORR (SAS, versdo
8.0), sendo consideradas significativas com P<0,01.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de acidez oscilaram ao longo do periodo de 90 dias de lactacdo, com
valor médio de 16,9°D. O valor mais elevado (18,4°D) foi verificado no 30° dia e 0 menor
(15,5°D) no 90° dia (P<0,05). O valor médio foi superior ao encontrado por Queiroga et al.
(2007), trabalhando com cabras da raca Saanen (15,2°D). No entanto, os valores
encontrados no presente estudo, em maioria, estdo dentro dos limites estabelecidos (13-18
°D) pela IN-37 (BRASIL, 2000).

Valores elevados de acidez podem estar relacionados a componentes como dioxido
de carbono, proteinas, citratos e fosfatos, cuja concentragdo pode sofrer variagdes
expressivas (GONZALEZ et al., 2001). Por outro lado, altos niveis de &cido latico,
resultante da conversdo da lactose em acido lactico por acdo de bactérias, também pode
contribuir para a elevagéo da acidez do leite. Portanto, as variagcdes observadas nos valores
de acidez encontradas no presente estudo, podem estar relacionadas as diferencas nos
teores de componentes acididicos, ao perfil microbioldgico do leite e a diversidade
genética das cabras nativas.

A densidade no 30° dia da lactacdo mostrou-se mais alta que no 90° dia (1033,1 vs
1025,6 g L™, P<0,05). A despeito da variacéo ao longo da lactacio, a densidade apresentou
valor médio de 1028,9 g L™ (Tabela 1), o qual se encontra dentro dos limites estabelecidos
pela IN-37 (1028 a 1033 g L™).

Os teores de gordura variaram no periodo de lactacdo, havendo diferenca entre os
dias 15 e 75 (2,5% vs 3,7%, P<0,05), sendo que nos dias 15, 60 e 90 os valores foram
menores que o limite minimo de 2,9%, estabelecido pela IN-37. Valores inferiores a 2,9%
podem ser admitidos, caso seja comprovado que o teor médio de gordura do rebanho nédo
atinja esse nivel (BRASIL, 2000).

Gomes et al. (2004), trabalhando com leite de cabra da raca Saanen, observaram
que o percentual de gordura aumentou do primeiro até o quarto més de lactagdo, quando
alcancou 5,4%, valor superior ao verificado no presente estudo. O teor de gordura no leite,
sua composicao e rendimento dependem, principalmente, da base genética do animal e da
natureza e composicdo da dieta que o mesmo recebe (BOZA; SANZ SAMPELAYO,
1997). Considerando que a alimentacdo exerce efeito direto sobre o percentual de gordura,
as oscilacOes verificadas nesse parametro podem ter sido consequéncia da heterogeneidade

da pastagem nativa da Caatinga ao longo do periodo avaliado.
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A observacdo de valores médios de densidade e gordura préximos ao limite inferior
e ainda o fato de alguns valores terem se mostrado abaixo do estabelecido pela IN-37 pode
proporcionar consequéncias negativas para o produtor, podendo ser descartado na recepcao
da indastria por ndo atender aos limites estabelecidos pela legislacdo. Esses achados
remetem a necessidade de revisdo da legislagdo vigente, adequando-a também aos
pardmetros fisico-quimicos do expressivo rebanho de cabras nativas da regido Nordeste.

O extrato seco total (EST) também variou ao longo da lactacéo, alcangando o maior
e menor valor nos dias 30 e 90 (12,4% vs 10,1%, P<0,05). O mesmo ocorreu com o extrato
seco desengordurado (ESD), cujos valores mais alto e mais baixo nos dias 30 e 90 foram
9,2% e 7,2%, respectivamente, sendo que o valor minimo estabelecido pela IN 37 é 8,2%.
O EST e um parametro estratégico do ponto de vista produtivo, uma vez que apresenta

influéncia direta sobre o rendimento dos produtos derivados lacteos (COSTA et al., 2008).

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos do leite de cabras nativas criadas em sistema extensivo na

Caatinga.
Dias de Parametros fisico-quimicos
Lactacdo  Acidez Densidade Gordura EST ESD Lactose Proteina
(°D) (@L? (%) (%) (%) (%) (%)
15 16,9 ® 1030,4 ® 2,5° 10,8 8,2 47°% 34°
30 18,4 ° 1033,1° 33%® 12,4° 9,22 442 3,28
45 16,0 % 10285 ™ 37° 11,9 8,1 4,42 3,1°
60 17,0 1026,6 2,7%® 10,2° 7,4 45?2 3,0°
75 17,5% 1028,9 ™ 3,7°% 12,22 85%® 4,62 3,0°
20 15,5° 10256 2,8% 10,1° 7,2¢ 4,32 3,32
EP 0,42 1,09 0,21 0,4 0,3 0,06 0,06

EP = erro padrédo
Dia zero = dia do parto
Valores com letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste Duncan (P<0,05)

Os teores de lactose ndo variaram durante o periodo de 90 dias de lactacdo, cujo
valor médio foi de 4,5%. Os valores encontrados (4,3-4,7%) estdo acima dos limites
estabelecidos pela IN-37 (4,3%).

Embora Mestawet et al. (2012) relataram influéncia da fase da lactagédo sobre o
percentual de lactose em cabras nativas da Etidpia, Ferreira e Queiroga (2003)
descreveram que os teores de lactose sdo estaveis ao longo da lactacdo de cabras das racas
Anglonubiana, Parda Alemé e British Alpine, corroborando com os achados do presente

estudo. Essa estabilidade é atribuida a funcéo reguladora da pressé@o osmotica exercida pela
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lactose, haja vista a estreita relacdo existente entre a sua sintese e a quantidade de &gua
drenada para o leite (GONZALEZ et al., 2001; QUEIROGA et al., 2007).

Os teores de proteina ndo apresentaram variacdes durante o periodo de lactacdo
observado, cujo valor médio de 3,2% esta acima do valor minimo (2,8%) preconizado pela
IN-37, demonstrando a elevada qualidade nutricional do leite das cabras nativas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Rota et al. (1993) e Gomes et al. (2004).

Alguns estudos mostram que os teores de proteina sofrem influéncia do periodo de
lactacdo (AGANGA et al., 2002; PRASAD; SENGAR, 2002; FERREIRA; QUEIROGA,
2003), no entanto, as informac6es sdo inconsistentes. Enquanto Queiroga et al. (2007) e
Greyling et al. (2004) relataram que o teor de proteina tende a aumentar com o avanco da
lactacdo, Fekadu et al. (2005) observaram que o teor de proteina foi semelhante no inicio e
final da lactacéo.

Com o avan¢co do periodo de lactacdo, ocorre naturalmente diminuicdo na
quantidade de leite produzido, o que possibilita 0 aumento relativo de constituintes como
gordura e proteina (QUEIROGA et al., 2007). Isso pode ser justificado em parte pelo efeito
da diluicdo, uma vez que o teor total de sélidos varia em funcdo do volume diario de leite
produzido. Essa situacdo ndo foi verificada no presente estudo, provavelmente devido ao
fato das cabras nativas apresentarem periodo de lactacdo mais curto que as cabras de racas
especializadas.

Os teores de proteina e lactose ndo apresentaram correlacdo com nenhum dos
parametros fisico-quimicos observados. As correlacdes entre densidade e acidez, acidez e
ESD, gordura e ESD foram médias e positivas (P<0,01).

As correlacgdes entre a densidade e o ESD e EST, entre o percentual de gordura e
EST e ainda entre EST e ESD foram realizadas, porém ndo foram consideradas neste
estudo, uma vez que, para a determinacdo do EST, pela equacdo de Fleischmann, sdo
considerados a densidade e o percentual de gordura, desta maneira, a existéncia de
correlagdo positiva e elevada entre o percentual de gordura e EST seria esperada. Da
mesma forma, seria légica a correlacdo positiva e alta entre EST e ESD, uma vez que o

ESD ¢ o resultado da subtracdo do EST pela percentual de gordura.
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Tabela 2 - Correlagfes entre os parametros fisico-quimicos do leite de cabras nativas criadas em
sistema extensivo na Caatinga.

Acidez Gordura EST ESD Lactose Proteina
Densidade 0,47 0,28"* - - 0,34"° 0,02
Acidez 0,04 0,24 0,43* 0,07 -0,02"*
Gordura - 0,44* -0,04"* 0,13"¢
EST - 0,15" 0,10
ESD 0,32"° 0,02
Lactose 015"

™ Né&o significativo, * P<0,01

No que se refere a composicdo lipidica, foram identificados e quantificados 24
acidos graxos, dos quais 11 eram saturados, seis monoinsaturados e sete poliinsaturados
(Tabela 3), os quais representaram 77,7%, 20% e 2,3%, respectivamente, do total de acidos
graxos presentes no leite. Estudos realizados com cabras leiteiras mostraram valores
semelhantes aos encontrados no presente estudo. Queiroga et al. (2007), trabalhando com
cabras da raga Saanen, e Strzatkowska et al. (2009) com a Branca Polonesa, relataram,
respectivamente, de 75,9% e 77,65% de acidos graxos saturados; 21,9% e 19,52% de
monoinsaturados e 2,2% e 2,8% de poliinsaturados. Analisando esses achados de maneira
conjunta, verifica-se que, além da predominancia dos acidos graxos saturados, propor¢do
préxima de 78:20:2 para saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, parece ser uma
caracteristica inerente a espécie caprina.

Dentre os é&cidos graxos saturados, o acido palmitico (C16:0) foi o mais
predominante, com teor de 29,26+2,88% dos monoinsaturados; o &cido oléico cis (C18:1n-
9c), com 17,91+296% e dos poliinsaturados; o acido linoleico (C18:2n-6¢), com
1,17+0,12% do total de acidos graxos. Esses trés acidos graxos juntos, considerando as
formas cis e trans do oleico e linoleico, totalizaram 49,82%, valor préximo ao encontrado
por Alonso et al. (1999) de 50,69%, no leite de cabras espanholas. No entanto,
considerando apenas o oleico (C18:1n-9c) e linoleico (C18:2n-6¢) cis, a representatividade
foi de 48,35%.

Ao longo do periodo de 90 dias da lactacdo, as concentracdes de cada acido graxo
sofreram variagbes (P<0,05). Os maiores percentuais de acidos graxos saturados
ocorreram no 30° dia da lactacdo, enquanto que os acidos graxos insaturados (mono e
poliinsaturados) apresentaram 0s maiores percentuais aos 45 e 60 dias da lactacdo (Tabela
3).
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VariacOes no perfil de acidos graxos em diferentes fases de lactacdo também foram
verificadas por Queiroga et al. (2007) em cabras da raga Saanen, com 0S maiores
percentuais de &cidos graxos saturados na fase intermediaria da lactacdo e de acidos graxos
insaturados na fase inicial da lactacdo. Soryal et al. (2004), trabalhando com cabras
Alpinas, destacaram que, com 0 avanco da lactacdo, o conteudo de &cidos graxos saturados
e insaturados oscilaram acentuadamente. Valores mais elevados de acidos graxos saturados
foram encontrados no inicio e no final da lactacio em cabras Nubianas e Alpinas
(SORYAL et al., 2005).

Quanto aos acidos graxos saturados de cadeia curta, em especial o caproico (C6:0),
caprilico (C8:0) e céprico (C10:0), embora tenham apresentado oscilagcdes (14,23% e
22,81% no 60° e no 75° dia, respectivamente, P<0,05), a concentracdo média durante o
periodo de 90 dias de lactacdo foi de 17,75+3,19% (Tabela 3).

A concentracdo dos &cidos graxos caproico, caprilico e céprico € um dado
relevante, uma vez que esses acidos influenciam o aroma e sabor do leite e de seus
derivados (EKNAES et al., 2009), servindo inclusive como parametro para detectar
adulteracBes ocasionadas por misturas de leite de outras espécies (PARK et al., 2007).
Haenlein (2004) ainda destaca que esses &cidos, muito embora sejam saturados,
apresentam a particularidade de serem fontes de energia sem acimulo no tecido adiposo e
por isso tém sido recomendados em tratamentos de desnutricdo infantil e sindrome de méa
absorcéo.

Embora Cenachi et al. (2011) reportaram que os acidos graxos C6:0, C8:0 e C10:0
constituem aproximadamente 20% do total de &cidos graxos presentes no leite de cabra,
parece haver variagdes entre os grupos genéticos. Enquanto Strzatkowska et al. (2009)
relataram valores minimos e maximos de 24,38% e 29,22% em cabras da raca Branca
Polonesa, Fernandes et al. (2008) descreveram 14,77% no leite de cabras mesticas Moxoto.

Considerando que a maior concentracdo de acidos graxos de cadeia curta pode ser
um fator limitante do consumo, devido ao caracteristico aroma e sabor, o leite de cabra
nativa pode se constituir em uma alternativa comercial por apresentar menores teores de
C6:0, C8:0 e C10:0.
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Tabela 3 - Concentragoes (%) dos acidos graxos presentes no leite de cabras nativas criadas em
sistema extensivo na Caatinga, em diferentes momentos de lactacao.

Acidos
graxos Concentracéo %
Dias de
Lactagdo 15 30 45 60 75 90 (EP)
C 4:0 0,78° 1,362 0,81° 0,48°¢ 1,05° 0,33°¢ 0,15
C6:0 2,62 3,11%® 2,67 1,084 3,312 2,45% 0,19
C8:0 3,05° 3,44° 3,24° 2,86° 4,852 2,81° 0,31
C 10:0 11,62 ® 13,66 2 10,51° 9,39 ° 14,652 10,29 ° 0,84
C12:0 3,83 5,432 3,76 2,75°¢ 4,79% 4,23% 0,38
C13:0 0,05°¢ 0,05 °¢ 0,11% 0,09° 0,06°¢ 0,123 0,01
C 14:0 10,88 ® 11,652 9,22° 10,58 % 11,03 ® 12,122 0,41
C 15:0 1,082 1,242 1,292 1,192 0,71° 1,342 0,09
C 16:0 32,10° 31,72%® 26,86 31,18 % 25,09 ¢ 28,59 ¢ 1,17
C17:0 0,76 ¢ 0,72°¢ 1,07° 1,07° 0,59°¢ 1,712 0,16
C 18:0 13,62 ® 9,75°¢ 15,05 ? 12,78 ¢ 13,79 ® 11,05 0,79
C14:1 0,20° 0,13°¢ 0,21° 0,20° 0,14°¢ 0,322 0,03
C15:1 0,14°¢ 0,13°¢ 0,24 0,21° 0,16 ¢ 0,262 0,02
C16:1 0,05 ¢ 0,213 0,12°¢ 0,16 ° 0,03¢ 0,10°¢ 0,03
c17:1 0,23 0,26% 0,342 0,332 0,16 °¢ 0,25%® 0,03
C 18:1n-9t 0,79 ™ 1,09 1,652 1,19° 0,68 ¢ 1,74° 0,18
C 18:1n-9¢ 16,33 ¢ 13,64 ¢ 20,36 % 21,562 16,43 19,18% 1,21
C 18:2n-6t 0,26 ™ 0,32° 0,19¢ 0,23°¢ 0,18°¢ 0,502 0,05
C 18:2n-6¢ 1,16 2 1,392 1,192 1,062 1,182 1,082 0,05
C 18:3n-6¢ 0,032 0,032 0,042 0,022 0,022 0,102 0,01
C 18:3n-3c 0,39° 0,522 0,43° 0,41° 0,19°¢ 0,17°¢ 0,06
C 18:2 9c 11t 0,23¢ 0,36 ¢ 0,572 0,43° 0,06 ¢ 0,10° 0,08
C18:2 10t 12¢ 0,08° 0,02 ¢ 0,04¢ 0,03 0,03 0,05° 0,01
C 20:3n-3 0,06 0,05°¢ 0,08° 0,11 0,05 0,132 0,01

EP = Erro padrdo
Dia zero = dia do parto;
Valores com letras diferentes na linha diferem entre si pelo teste Duncan (P<0,05).

Os maiores percentuais de acido laurico (C12:0) e miristico (C14:0) ocorreram nos
dias de lactacdo 30 (5,43%) e 90 (12,12%), respectivamente. Enquanto que a maior e
menor concentracdo do &cido palmitico (C16:0) ocorreram no 15° (32,10%) e 75° (25,09%)
dia de lactacdo (P<0,05). O C16:0 foi o &cido graxo encontrado em maior concentragdo
nas amostras avaliadas ao longo da lactagdo, representando 29,3% do total de &cidos
graxos encontrados. Ressalta-se que a concentracdo elevada de &cido palmitico € comum
na maioria das especies mamiferas, ndo sendo, portanto, uma particularidade da espécie
caprina (STRZALKOWSKA et al., 2009).
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Muito embora, do ponto de vista da nutricéutica, dietas ricas em &cidos graxos
laurico, miristico e palmitico sdo reconhecidas como hipercolesterolémicas, uma vez que
elevam os niveis de LDL e reduzem os niveis de HDL (BERNER, 1993), as maiores
proporcOes de acidos graxos de cadeia curta (C4 - C10) e de cadeia média (C12:0 e C14:0)
possibilitam maior digestibilidade do leite caprino em comparacéo ao leite bovino (PARK,
1994). Isso é devido a acdo mais completa e mais rapida das lipases sobre as ligacOes éster
desses é&cidos, quando comparada aos acidos graxos de cadeia longa (SANZ
SAMPELAYO et al., 2007).

Em estudo realizado por Queiroga et al. (2007), esses trés acidos graxos
representaram 38,06% em leite de cabra da raca Saanen. No presente estudo, o valor
médio encontrado foi de 44,30+3,42%, apresentando 0s menores percentuais no 45° dia de
lactacdo, 39,84, sendo ideal que estes teores sejam 0s menores possiveis (COSTA et al.,
2008).

Os maiores percentuais de acido estearico (C18:00) foi encontrado no 45° dia
(15,05%), sendo que o valor médio em 90 dias de lactacdo (12,67+1,95) foi préximo aos
12,42+3,68%, verificado por Queiroga et al. (2007). Diferentemente dos demais acidos
graxos saturados, o C18:0 parece ndo ter efeito hipercolesterolémico, uma vez que ao ser
metabolizado é transformado em &cido oleico que, ao contrario do C18:0, tem efeito
hipocolesterolémico (COSTA et al., 2008).

O écido oleico trans (C18:1n-9t) apresentou valor médio de 1,19+0,43%,
enguanto que, para o oleico cis (C18:1n-9c), foi de 17,91+2,96%. Estudos realizados por
Strzatkowska et al. (2009) mostraram percentuais médios de 2,35+0,71% para o acido
oleico trans e de 18,28+1,66% para o oleico cis. Esses acidos se destacam por
apresentarem propriedades de reducdo de colesterol (BERNER, 1993), sendo
nutricionalmente desejaveis percentuais de 18 a 23% (CHILIARD et al., 2001), faixa em
que se enquadram os teores encontrados em cabras nativas.

O teor dos &cidos graxos das familias 6mega-6 (n-6) e 6mega-3 (n-3), representados
pelos &cidos linoleico (18:2n-6¢); gama-linolénico (C18:3n-6¢); alfa-linolénico (C18:3n-
3c¢) e di-homo-alfa linolénico (C20:3n-3) foi em média 9,89+3,16%. Os acidos graxos
linoleico e alfa-linolénico sdo considerados como essenciais, pois diferentemente dos
demais das familias 6mega-3 e émega-6 ndo sdo sintetizados pelo organismo, devendo,

portanto, serem obtidos por meio da alimentacdo (CALDER, 2003).
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O acido linoleico conjugado (CLA) cis-9 trans-11 (C18:2 9c 11t) sofreu influéncia
do periodo de lactacdo, apresentando os maiores percentuais no 45° dia (0,57%). Para o
isdbmero (C18:2 10t 12c), os maiores percentuais ocorreram no 15° da lactacdo (0,08%). No
presente estudo, o percentual médio dos dois isdmeros nos dias de lactacao avaliados foi de
0,33+0,19%, valores superiores aos encontrados por Strzatkowska et al. (2009), de 0,24
+0,14%.

A concentracdo de CLA esta relacionada com o teor da gordura, uma vez que 0
CLA presente do leite é proveniente da biohidrogenacdo ruminal do &cido linoleico
(C18:2n-6) ¢ da atividade da enzima A°-dessaturase nas células da glandula maméria, que
transformam o &cido vacénico (18:1n-7) absorvido da corrente sanguinea em CLA
(BAUMAN; GRIINARI, 2001).

Diversos aspectos fisiologicos benéficos dos isdmeros do CLA tém sido relatados
(COSTA et al.,, 2009), incluindo efeito anticarcinogénico do isdmero C18:2 9c 11t
(HAENLEIN, 2004), imunomodulagdo e antiaterosclerose do isémero C18:2 10tl2c
(FUENTE et al., 2006; BELURY, 2002).

A gquantidade relativa de acidos graxos no leite depende do volume secretado,
regulado pelos processos de sintese/captacao destes &cidos (QUEIROGA et al., 2007).

Na fase inicial da lactacdo, o balanco energético negativo, resultante da
incapacidade da matriz ingerir quantidade de alimento suficiente para equilibrar os
requerimentos impostos pela producdo de leite, provoca a mobilizacdo da reserva de
gordura, levando ao ingresso de triglicerideos na circulacdo sanguinea, aportando acidos
graxos de cadeia longa a célula mamaria, assim como, promovendo reducdo no balanco
dos écidos graxos insaturados (GONZALEZ et al., 2001).

A despeito das oscilacbes no teor dos acidos graxos verificado ao longo da
lactacdo, ndo foi verificada correlacdo entre os dias de lactacdo e o teor de acidos graxos

no presente estudo.
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3.4 CONCLUSOES

Os aspectos fisico-quimicos (acidez titulavel, densidade, gordura, extrato seco total,
extrato seco desengordurado) do leite de cabras nativas criadas em sistema extensivo da
caatinga apresentam variagoes significativas ao longo da lactagéo;

O leite de cabras nativas apresenta predominancia de acidos graxos saturados,
mantendo ao longo da lactacdo uma proporcdo média de 78:20:2 para acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, respectivamente;

Considerando as variagfes fisico-quimicas do leite de cabras nativas, as quais
constituem o maior efetivo de matrizes do rebanho nacional, os valores de referéncia
estabelecidos pela legislacdo brasileira para densidade, gordura e extrato seco

desengordurado devem ser reavaliados.
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CAPITULO Il

EXCRECAO DE IVERMECTINA NO LEITE DE CABRAS NATIVAS ®

RESUMO

Este estudo objetivou desenvolver e validar um método para determinacdo do ivermectina
em amostras de leite de cabra por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
determinar a excrecdo de residuos de ivermectina no leite de cabras nativas submetidas a
tratamento antiparasitario. Doze cabras lactantes, pluriparas, criadas extensivamente em
pastagem nativa foram selecionadas e tratadas com ivermectina. As amostras de leite
foram coletadas antes e ap6s a aplicacdo do medicamento (Do, D3, D7, D14, D21, D2g, Dss,
Ds,). A deteccdo da ivermectina foi realizada atraves de sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector UV/VIS. A excrecdo do residuo de ivermectina ocorreu de
forma diferenciada em funcdo do tempo apds aplicacdo do farmaco. As taxas médias de
decréscimo do residuo nas amostras nos intervalos D3-D7; D7-D14; D14-D21; D21-Dog; Dog-
Dss. D3s-Dg, foram de 8,7%; 2,1%; 2,6%, 34,3%, 33,2% e 100%, respectivamente. No
periodo entre o dia 3 e 0 dia 21 as concentracdes médias de residuos de ivermectina foram
semelhantes (P>0,05), quando todas as amostras apresentaram valores >51,90 pg mL™. A
concentracdo média no D,g foi menor que aquelas apresentadas nos dias anteriores
(P<0,05). No periodo entre 0 D,s e D4 as concentragdes médias de ivermectina
decresceram de forma gradual. No D4, em nenhuma amostra foi detectado residuo de
ivermectina. O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV/VIS €
eficaz para detec¢do e quantificacdo de residuos de ivermectina no leite caprino. O leite de
cabras tratadas oralmente com ivemectina apresenta residuos abaixo de 0,92 ug mL™ aos
42 dias ap0s o tratamento.

Palavras-chave: leite caprino, lactona macrociclica, CLAE, residuo.

$ Enviado para publicagfo na Revista Brasileira de Zootecnia
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CHAPTER II

IVERMECTIN EXCRETION IN THE MILK FROM NATIVE GOATS

ABSTRACT

This study aimed to develop and validate a method for determining ivermectin in goat milk
samples by means of high-performance liquid chromatography (HPLC) and determining
the excretion of ivermectin residues in the milk from native goats subjected to antiparasitic
treatment. Twelve lactating, pluriparous goats raised extensively on native pasture were
selected and treated with ivermectin. Milk samples were collected before and after the
application of the drug (Do, D3, D7, D1a, D21, D2s, D3s, Da2). The detection of ivermectin
was carried out by means of a high-performance liquid chromatography system provided
with a UV/VIS detector. The excretion of ivermectin residue took place differently due to
the time after the drug application. The average rates of residue decrease in the samples in
the intervals D3-D7; D7-D14; D1a-Do1; Do1-Dog; ng-D35; D35-Dy4p were 8.7%; 2.1%; 2.6%;
34.3%; 33.2%; and 100%, respectively. In the period between the 3 day and the 21% day
the average concentrations of ivermectin residues were similar (P>0.05), when all samples
showed values >51,90 pg mL™. The average concentration was lower on Dag than those
showed in the earlier days (P<0.05). In the period between Dy and Dy, the average
concentrations of ivermectin decreased gradually. On Dy, ivermectin residue was not
detected in any sample. The method of high-performance liquid chromatography provided
with a UV/VIS detector is effective for detecting and quantifying the residues of
ivermectin in goat milk. The milk from goats orally treated with ivermectin shows residues
below 0.92 pg mL™ 42 days after the treatment.

Keywords: goat milk, macrocyclic lactone, HPLC, residue.
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4.1 INTRODUCAO

No nordeste do Brasil, assim como em outras regides semiaridas do mundo, a
caprinocultura familiar desempenha importante papel social e econémico, principalmente
para a populagdo de baixa renda, na medida em que disponibiliza o leite como fonte de
proteina animal (KNIGHTS; GARCIA, 1997; RIBEIRO; RIBEIRO, 2001; HAENLEIN,
2004).

Do ponto de vista da seguranca alimentar, a producdo de leite destinado ao
consumo humano deve evitar a0 méximo a presenca de residuos farmacoldgicos que
oferecam riscos a satde humana (ANVISA, 2006). No entanto, 0 uso de medicamentos em
fémeas lactantes tem sido uma pratica comum para o controle de endoparasitoses
(CHAGAS et al., 2007). A glandula mamaria é uma importante via de excrecdo das
moléculas endectocidas (TOUTAIN et al., 1990; FLAJS et al., 2005), sendo que alguns
estudos ja identificaram residuos de ivermectina no leite bovino (TURNIPSEED et al.,
2005; SOUZA et al., 2007).

A ivermectina comercial € uma combinacdo de dois homdlogos (22,23-
diidroavermectina-Bla e 22,23-diidroavermectina-B1b), constituindo-se em uma droga
potente e com amplo espectro de atividade contra muitas espécies de parasitas (CROOKS
et al., 1998). Devido a alta lipofilicidade, a farmacocinética da ivermectina é caracterizada
por uma longa persisténcia no organismo, possibilitando que as concentragdes nos fluidos
organicos sejam mantidas por longos periodos, sendo que cerca de 5% da dose aplicada é
excretada pelo leite (ALVINERIE et al., 1994; MCKELLAR; BENCHAOUI, 1996;
LANUSSE et al., 1997).

A presenca de residuos de ivermectina no leite pode apresentar efeitos negativos
sobre a saude humana, especialmente das criancas e mulheres gestantes. Em criancgas, o
maior consumo de leite contaminado possibilita ultrapassar a ingestdo diaria aceitavel de
residuos, podendo desencadear o fenbmeno da resisténcia parasitaria aos principios
utilizados (EMEA, 2004). Enquanto que em mulheres gestantes, apesar de trabalhos
demonstrarem que residuos deste farmaco ndo apresentam complicagbes maiores no
primeiro trimestre da gestacdo (CHIPPAUX et al., 1993), estudos demonstraram que
residuos de ivermectina podem apresentar efeitos mutagénicos e/ou teratogénicos em
outras espécies de mamiferos (EMEA, 2004). Neste sentido, 0 CODEX ALIMENTARIUS
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(FAO/WHO, 1993) determina o valor de 10 pg L™ como limite maximo de ivermectina no
leite.

Em caprinos, embora a fragdo eliminada no leite alcance concentragdes similares ou
maiores que aquelas verificadas no plasma sanguineo (LANUSSE et al., 2009),
informacdes sobre a presenca de residuos de avermectinas no leite caprino é escassa
(CHAGAS, 2009; DUPUY et al., 2001), sendo inexistente em caprinos naturalizados.

Assim, considerando que o leite das cabras nativas é amplamente utilizado pelas
familias de baixa renda, este estudo objetivou: a) desenvolver e validar um método para
determinacdo do ivermectina em amostras de leite de cabra por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE); (b) determinar a excrecdo de residuos de ivermectina em leite de

cabras nativas apds tratamento antiparasitario.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta de amostras de leite

Os animais utilizados pertenciam a um rebanho composto por 240 matrizes nativas
sem raca definida (SRD), criadas extensivamente em pastagem nativa. A propriedade est4
localizada no municipio de Brumado-BA (14°00'00”’S, 41°26'00”0), a 422 m de altitude,
clima semiarido com temperatura média de 25°C e precipitacdo pluviométrica média 653
mm, distribuida em cinco meses do ano (INMET, 2006).

Para esse estudo, foram selecionadas aleatoriamente 12 cabras lactantes, pluriparas
e tratadas com vermifugo a base de ivermectina (Ivomec Oral®, Merial, Brasil), na dose de
200 pg kg™ de peso vivo, conforme sugerido pelo fabricante.

As amostras de leite foram coletadas antes e ap6s a aplicacdo do medicamento no
dia zero (antes da aplicacdo do farmaco), e nos dias trés, sete, 14, 21, 28, 35 e 42 (Do, D3,
D7, D14, D21, D2g, D3s € D4), acondicionadas em sacos plasticos descartaveis, devidamente
identificados e entdo mantidas congeladas em freezer (-20°C) até o momento das analises
no Laboratério de Quimica Analitica da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia -
UESB para determinacéo de residuos de ivermectina.

4.2.2 Preparo das solucdes analiticas e da fase mével

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua ultra pura, obtida pelo sistema
de purificacdo (Millipore, Sdo Paulo, SP, Brasil). As solucbes analiticas de referéncia
foram preparadas por sucessivas diluicdes do padrdo de ivermectina (Ivermectina®, Sigma-
Aldrich, EUA). Inicialmente, preparou-se 100,0 mL de solucdo estoque com concentracdo
de 500 mg L* do padrdo da ivermectina, a qual foi armazenada em frascos de
polipropileno descontaminados (Company, Rochester, NY, USA). A partir da solugéo
estoque, foram preparadas as solucdes de trabalho em concentracdes adequadas (10, 20,
40, 160, 320 e 400 mg L™ para a construcéo das curvas analiticas. O diluente utilizado foi
uma solugdo composta por metanol grau CLAE (Alcool metilico UV/CLAE
espectroscopico, Vetec, Brasil) e cloroférmio (Cloroférmio UV/CLAE espectroscopico,

Vetec, Brasil) na proporc¢do 30:70 v/v, respectivamente, conforme sugerido por Waldia et
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al., (2008). As solucdes de trabalho foram preparadas sempre no dia das analises e
descartadas ao final da rotina

A fase movel foi preparada pela adicdo de acetonitrila grau CLAE (Acetonitrila
UV/CLAE espectroscopico, Vetec, Brasil), agua Milli-Q e metanol na proporcao 60:10:30
(v/vIv), respectivamente (WALDIA et al., 2008).

4.2.3 Preparacao das amostras de leite, extracdo, deteccéo e quantificacdo do analito

Apo6s o descongelamento das amostras, uma aliquota de 2,0 mL de leite foi
transferida para um tubo de ensaio, acrescida de 2,0 mL de acetonitrila e centrifugada a
1.370 x g, por 5 minutos, para obtencdo do extrato.

O procedimento de extracdo da ivermectina das amostras de leite foi realizada em
trés etapas: i) ativagdo dos cartuchos de extragdo em fase sdlida - EFS silica-C18 19% de
carbono (500 mg.3 mL™), ii) adsorcdo da ivermctina ao sorvente e iii) eluicdo da
ivermectina e iiii) lavagem do cartucho.

Para a ativacdo do cartucho, foram utilizados 3,0 mL de acetona e 2,0 mL de
acetonitrila, com aplicacdo de vacuo, de modo a alcancar vazdo de 3,0 mL min™.
Posteriormente, para adsor¢é@o da ivermectina ao sorvente, 2 mL do extrato foi adicionado
a coluna, com aplicacdo de vacuo, como descrito anteriormente. Para eluicdo da
ivermectina, foram utilizados 3,0 mL de acetona. A amostra obtida foi reconstituida com 2
mL de uma mistura de acetonitrila/agua/metanol 60:10:30 (v/v/v) em um baldo de 5,0 mL
e entdo filtrada com filtro de seringa de 0,22 um. Uma vez realizada a eluicéo, a coluna foi
lavada a vacuo, duas vezes, utilizando na primeira lavagem 4,0 mL de acetonitrila, por trés
minutos, e na segunda, 6,0 mL de hexano, por dois minutos.

A deteccdo da ivermectina foi realizada através de sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia composto de uma bomba de série 200, valvula de amostragem, loop de
20 pL e um detector série UV/VIS (CLAE, Perkin Elmer, USA).

Para separacao cromatografica da ivermectina, foi utilizada uma coluna de 250 x
4,5 mm, 5,0 um de tamanho de particula (RP-C18, Thermo, USA). Cada amostra injetada
em triplicata (20,0 pL) foi submetida a uma eluicdo isocratica, fluxo de 1,8 mL.min™. A
deteccdo da ivermectina foi realizada a temperatura de 30°C, utilizando comprimento de
onda de 245 nm.
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4.2.4 Validacdo do método analitico

Os procedimentos de validacdo do método de andlise foram realizados com base
nos parametros de linearidade, exatiddo (recuperacdo), precisdo (repetibilidade e
reprodutibilidade parcial), limite de deteccdo e quantificacdo (ANVISA, 2003; INMETRO,
2003).

4.2.5 Analise estatistica

Os dados quantitativos obtidos da concentracdo de ivermectina, nos diferentes dias
de coleta, foram submetidos a ANOVA, e as médias comparadas pelo teste Tukey (SAS,
versdo 8.0). As diferencas foram consideradas significativas com P<0,05. As regressoes
para a curva analitica e para a curva de concentracdo do residuo de ivemectina foram
determinadas com P<0,01 (SAS, verséo 8.0).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Método analitico

A curva analitica tracada por padronizagdo da ivermectina apresentou linearidade
na concentracéo de 10 a 400 ug mL™ com coeficiente de determinacdo de 0,9972 (Figura
1). Tendo em vista que a linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, dentro de
uma determinada faixa de aplicacdo, de acordo com os critérios de aceitabilidade de
resultados do CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO, 1993), o coeficiente de
determinacéo da curva analitica (R?) deve ser > 0,995. A ANVISA (2003) recomenda um
coeficiente de determinacdo igual a 0,98 e o INMETRO (2003) um valor acima de 0,90.
Assim, a curva analitica para ivermectina, encontrada no presente estudo (CLAE/UV),

apresenta-se dentro dos padrdes de aceitabilidade dos érgdos nacionais e internacionais.
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Figura 1 - Curva analitica obtida por CLAE/UV com leite caprino contendo diferentes
concentracgdes de ivermectina.

O tempo de retencdo da ivermectina nas amostras de leite de cabras nativas foi de
4,40 minutos, verificando-se concordancia entre as curvas de intensidade da resposta e
tempo de retengdo, quando comparados aos cromatogramas obtidos com a solugdo padrédo
no tempo de 4,45 minutos, quando o pico da ivermectina apresentou resolucgéo satisfatoria,
separado dos picos de interferentes (Figura 2). Para estabilizacdo da linha de base, quando

necessario, foi injetada uma solucdo de metanol e agua na proporcéao de 1:1.
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Souza et al. (2007), determinando residuos em leite bovino, observaram tempo de
retengdo de 11,2 minutos para ivermectina, portanto, superior ao verificado no presente
estudo. Ressalta-se que, no citado trabalho, diferentemente da metodologia aqui utilizada, a
ivermectina foi adicionada as amostras de leite oriundo de animais nédo tratados, e para
deteccdo foi utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia. Tempo de retencdo superior (6,9 minutos) para a ivermectina também foi
observado por Flajs et al. (2005), em estudo de farmacocinética de avermectinas em

pequenos ruminantes.

2o . g TR=4,45 min.

(@)

TR=4,40 min.

(b)

Figura 2 - Cromatogramas obtidos com a solucdo padrdo de ivermectina (a) e com
amostras de leite de cabras contendo residuos de ivermectina (b) com o0s
respectivos tempos de retengéo (TR).
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Em todas as amostras fortificadas foi detectado residuo de ivermectina. Os valores
de recuperacdo variaram de 87,8% a 95,5%. Para os niveis de concentracdo de 10, 40 e 320
ng mL?, a taxa média de recuperaco foi de 92,5% (Tabela 1).

De acordo com a ANVISA (2003), a taxa de recuperacdo deve ser proxima de
100%, ainda que valores menores possam ser admitidos, desde que a recuperacdo seja
precisa e exata. Em trabalhos para determinacgdo de residuo de ivermectina na matriz leite
bovino, Alvinerie et al. (1987) obtiveram taxa de recuperacdo média de 78,8% utilizando
CLAE/UV, enquanto que Turnipseed et al. (2005), utilizando CLAE-EM, e Souza et al.
(2007), utilizando CLAE-FL, obtiveram taxas de recuperagdo >60,0% e >84,0%,
respectivamente. Ao analisar esses achados conjuntamente com os resultados obtidos, é
plausivel admitir que a taxa de recuperacdo de residuos de lactonas macrociclicas pode
sofrer influéncia da matriz e/ou do método utilizado. Os valores de repetibilidade e de
reprodutibilidade parcial, obtidos no presente estudo, variaram de 12,6% a 18,9% e 14,5%
a 18,7%, respectivamente, com valores médios para 0s quatro niveis de concentracao (10,
40 e 320 ug mL™) de 16,1% e 16,8%, na mesma ordem (Tabela 1). Os limites de deteccdo

e de quantificacdo da ivermectina foram 0,92 ug mL™ e 2,8 pg mL™, respectivamente.

Tabela 1 - Taxas de recuperacao, repetibilidade e reprodutibilidade parcial do método analitico
utilizado para deteccfo da ivermectina em leite caprino®

Concentracdo Recuperacdo (%)  Repetibilidade (%) Reprodutibilidade parcial

(pg mL™) (%)’
10 95,5 16,8 145
40 87,8 12,6 18,7
320 94,2 18,9 17,2

! Acrescido de solucéo padrdo de ivermectina; “ Valores expressos em desvio padréo relativo.

Na matriz leite bovino, Souza et al. (2007) obtiveram valores de repetibilidade <
14,7 ¢ de reprodutibilidade parcial < 22% para residuo de ivermectina. Embora seja
recomendavel que os valores de repetibilidade e reprodutibilidade parcial ndo devem
exceder 15% (ANVISA, 2003), o valor maximo aceitavel deve ser definido em funcédo da
metodologia empregada, concentracdo do analito na amostra, matriz e da finalidade do
método. Esses mesmos autores, utilizando CLAE-FL, obtiveram limites de detecgéo e de
quantificacéo de avermectinas de 5 ug L e 10 pg L™, respectivamente.

Considerando que os valores de precisdo (repetibilidade e de reprodutibilidade
parcial) foram expressivos nas diferentes concentragfes do analito, e ainda que a taxa de

recuperacdo assim como os limites de deteccdo e de quantificacdo apresentaram-se dentro
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dos limites recomendados, 0 método analitico utilizado no presente estudo mostrou-se

adequado para determinacdo de residuo de ivermectina em leite caprino.

4.3.2 Residuo de ivemectina no leite de cabras nativas

A excrecdo da ivermectina no leite ocorreu de forma diferenciada, em fungéo do
tempo, apos aplicacdo do farmaco. As taxas de decréscimo do residuo nas amostras
subsequentes, nos intervalos D3-D7; D7-D14; D14-D21; D21-Dog; Dog-Dss: D3s-Dy4y. foram de
8,7%; 2,1%; 2,6%, 34,3%, 33,2% e 100%, respectivamente (Figura 3).

N y =-0,0461¢ + 0,5902x + 57,394
80 - R? =0,9842

Concentracao (ug mL?)
a
o

0 T T T *

0 7 14 21 28 35 42

Tempo apos a aplicagdo da ivermectina (dia)

k4
<

Figura 3 - Curva de concentragdo do residuo de ivermectina no leite de cabras nativas
tratadas.

No periodo entre o dia 3 e o dia 21, as concentragfes médias de ivermectina foram
semelhantes (P>0,05), quando todas as amostras apresentaram valores >51,90 pg mL™. A
concentracdo média no D,g foi menor que aquelas apresentadas nos dias anteriores
(P<0,05). No periodo entre 0 D,s e D4, as concentragdes médias de ivermectina
decresceram de forma gradual. No Dyg, 33,3% das amostras apresentaram valores <0,92
ug mL* (limite de detecgdo) e 66,6% apresentaram valores >51,40 pg mL™. No Dss,
embora em 50% das amostras ndo tenha sido detectado residuo, nas outras 50% as
concentragdes foram >45,93 pg mL™. No D4, em nenhuma amostra foi detectado residuo
de ivermectina (Tabela 2).

Apesar da concentragdo média de ivermectina ter decrescido aos 28 e 35 dias apds

aplicacdo do farmaco, com diferencas expressivas, quando comparada aos dias anteriores,
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as concentracdes de ivermectina em todos os dias avaliados, considerando as amostras que
apresentaram acima do limite de detecco, foram préximas a 55 pg mL™, este fato pode ser
explicado devido ao carater lipofilico da molécula de ivermectina, persistindo no
organismo por longos periodos. A lipofilicidade da molécula explica, em parte, a queda
brusca das concentracBes, ja que a ivermectina se liga a gordura, sendo liberada
lentamente, uma vez que a reserva de gordura se euxari, a concentracdo do fdmaco

descrece abaixo do limite de deteccao.

Tabela 2 - Residuos de ivermectina encontradas no leite de cabras nativas no periodo de 42 dias
apos aplicacdo do farmaco.

Concentracéo de ivermectina (ug mL™)

Animais/Tempo 3 7 14 21 28 35 42
1 59,05 53,75 54,22 53,65 53,00 47,32 <0,92
2 71,82 59,25 59,12 52,92 <0,92 <0,92 <0,92
3 86,30 55,05 53,57 53,35 <0,92 <0,92 <0,92
4 55,20 54,87 52,40 51,90 51,40 47,63 <0,92
5 54,17 54,10 52,90 52,60 52,47 47,00 <0,92
6 60,40 58,17 56,77 53,02 51,50 45,93 <0,92
7 54,15 53,72 53,98 53,23 52,20 46,62 <0,92
8 54,45 53,07 52,90 53,97 <0,92 <0,92 <0,92
9 73,82 67,87 61,50 56,92 53,65 46,85 <0,92
10 56,02 54,22 53,95 53,77 52,50 <0,92 <0,92
11 56,20 54,62 54,45 53,17 <0,92 <0,92 <0,92
12 54,85 54,00 52,67 52,72 54,32 <0,92 <0,92
Média 61,37 +104"  5606+42% 5487+28% 5344+12% 3509+259°  2345+243° <092

Valores seguidos de letra diferente diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
0,92 — Valor do limite de deteccdo

A quantidade média diaria de ivermectina excretada pelo leite foi de 0,37% do total
da dose administrada. Esse valor foi inferior aos 0,7%, descrito por Cerkvenik et al. (2002)
em leite de ovelha, mas proxima aos 0,31%, verificados em leite caprino (ALVENIERE et
al., 1993). Embora 2% das moléculas lactonas macrociclicas administradas sejam
eliminadas pela urina (CHIU, 1990), a maior parte € excretada na forma inalterada pelas
fezes (CHIU, 1990; AYRES; ALMEIDA, 2002).

A metabolizacdo da ivermectina parece ocorrer de maneira diferenciada nas
diferentes espécies, haja vista que o tempo de excrecdo no leite na espécie caprina foi
maior que nas espécies bovina (ALVENIERE et al., 1987) e ovina (CERKVENIK et al.,
2002), nas quais os tempos de excrec¢do foram de 21 e 23 dias, respectivamente.

Por outro lado, a estrutura quimica da molécula também interfere na metabolizacéo,
uma vez que o tempo de excrecao da doramectina foi maior que o da ivermectina (37 vs 23

dias) no leite ovino (FLAJS et al., 2005). Enquanto que o tempo de excrecdo da

75



eprinomectina no leite bovino (ALVENIERE et al., 1999) e caprino (DUPUY et al., 2001)
foi relativamente semelhante (em torno de 15 dias).

A maior concentracao de ivermectina foi verificada em um animal no D3 (86,30 ug
mL™), sendo que este mesmo animal apresentou valores semelhantes aos demais no
periodo entre D; e Dj. Por outro lado, o animal que apresentou a segunda maior
concentracdo no Ds (73,82 pg mL™) permaneceu com concentracdes maiores até 0 Dy,
quando apresentou valor semelhante aos demais (Tabela 2).

A flutuacdo das concentracbes de ivermectina em funcdo do tempo pode ser
consequéncia de variagBes individuais nos processos de sintese e secre¢do do leite
(CERKVENIK et al., 2002). De acordo com Flags et al. (2005), essas diferencas podem ser
atribuidas a diferencas na velocidade de absorcdo do farmaco, condicdo metabolica e
composicdo corporal do animal. Considerando que a fracdo de ivermectina eliminada
através do leite pode também ser influenciada pelo seu teor de gordura (LANUSSE et al.,
2009), as marcantes diferencas individuais verificadas no presente estudo podem ter sido
devido a diversidade genética das cabras nativas.

Por outro lado, embora o metabolismo individual tenha provocado dispersdo dos
valores de excrecdo no momento inicial, verificou-se que os animais tenderam a um padréo
de excrecdo do residuo no periodo entre D7 e D;. As amplitudes das amostras no D3, D7,
D1 e Do foram 32,15; 14,8; 9,10 e 5,02 pg mL™, respectivamente. Essa tendéncia de
padronizacdo do perfil de excrecdo foi verificada também nos animais que permanecerem
excretando ivermectina nos dias 28 e 35, cujas amplitudes foram de 2,92 e 1,70 pg mL™,

respectivamente.
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4.4 CONCLUSOES

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV/VIS ¢é eficaz
para deteccdo e quantificacdo de residuos de ivermectina no leite caprino, uma vez que 0
limite de deteccdo e quantificacdo é significativamente inferior ao limite maximo de
residuo aceitavel pelos 6rgdos oficiais de salde.

O leite de cabras tratadas oralmente com ivemectina apresenta residuos abaixo de
0,92 ng mL™ aos 42 dias ap6s o tratamento, concentracdo expressivamente inferior ao
limite maximo aceitavel, recomendado pelos 6rgdos oficiais de salde, ndo havendo,

portanto, limitagdes legais para 0 seu consumo.
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CAPITULO Il

EXCRECAO DE ALBENDAZOLE NO LEITE DE CABRAS NATIVAS™

RESUMO

Esse estudo objetivou desenvolver e validar um método para determinacdo do albendazole
em amostras de leite de cabra por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
determinar a excrecdo de albendazole em leite de cabras nativas apds tratamento
antiparasitario. Doze cabras lactantes, pluriparas, criadas extensivamente em pastagem
nativa foram selecionadas e tratadas com albendazole. As amostras de leite foram
coletadas antes e apds a aplicacdo do medicamento (0, 24, 48, 72 e 96 horas). O residuo de
albendazole foi detectado através de sistema de CLAE com detector UV/VIS. A excrecao
do albendazole no leite ocorreu de forma diferenciada em fungdo do tempo ap6s aplicagdo
do farmaco. As taxas de decréscimo do residuo nas amostras nos intervalos de 24-48 horas;
48-72 horas; 72-96 horas ap6s a aplicacdo do farmaco foram de 63,34%; 40,18% e 100%
respectivamente. Setenta e duas horas ap6s administracdo do farmaco 50% das amostras
apresentaram concentracdes >47,61 pg mL™ e 50% néo apresentaram valores acima do
limite de deteccdo. Em nenhuma amostra foi detectado residuo de albendazole 96 horas
apos sua administracdo. O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
UV/VIS é eficaz para deteccdo e quantificacdo de residuos de albendazole no leite caprino.
O uso do albendazole no controle endoparasitario em cabras lactantes possibilita a
presenca de residuos no leite pelo periodo de até 72 horas apds tratamento, tecnicamente
sendo liberado para consumo humano ap6s 96 horas da sua administracéo.

Palavras-chave: benzimidazois, CLAE, leite caprino, residuo.

“ Enviado para publicagdo na Revista Caatinga
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CHAPTER 111

ALBENDAZOLE EXCRETION IN THE MILK FROM NATIVE GOATS

ABSTRACT

This study aimed to develop and validate a method for determining albendazole in goat
milk samples by means of high-performance liquid chromatography (HPLC) and
determining the excretion of albendazole in the milk from native goats after antiparasitic
treatment. Twelve lactating, pluriparous goats, raised extensively on native pasture were
selected and treated with albendazole. Milk samples were collected before and after the
application of the drug (0, 24, 48, 72 and 96 hours). The albendazole residue was detected
by a HPLC system provided with a UV/VIS detector. The excretion of albendazole in the
milk took place in a different way due to the time after the drug application. The rates of
decrease in the samples of residues in the intervals of 24-48 hours; 48-72 hours; 72-96
hours after the drug application were 63.34%; 40.18%; and 100%, respectively. Seventy-
two hours after the drug administration 50% of the samples showed concentrations >47.61
ng mL™ and 50% did not show any values above the detection limit. Albendazole residue
was not detected in any sample 96 hours after administration. The method of high-
performance liquid chromatography provided with a UV/VIS detector is effective for
detecting and quantifying albendazole residues in goat milk. The use of albendazole in the
endoparasite control in dairy goats enables the presence of residues in the milk over a
period as long as 72 hours after treatment, being technically released for human
consumption after 96 hours from its administration.

Keywords: benzimidazoles, HPLC, goat milk, residue.
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5.1 INTRODUCAO

Nos paises em desenvolvimento, o uso do leite caprino tem se tornado uma
estratégia atil para combater o problema da desnutricdo que, devido ao seu alto valor
nutritivo, contribui com parte significativa da proteina consumida pela populagdo de baixa
renda (PARK et al., 2007). No nordeste do Brasil, o leite caprino desempenha importante
papel social, uma vez que € comumente utilizado como base alimentar pelas familias rurais
(RIBEIRO; RIBEIRO, 2001).

No entanto, embora a producdo de leite destinado a comercializacdo deva evitar ao
maximo a presenca de residuos farmacoldgicos que oferecam riscos a salde humana
(ANVISA, 2006), a administracdo de farmacos voltados para ao controle de endoparasitas
em rebanhos leiteiros é uma prética frequente no Brasil.

Os benzimidazdis, devido ao baixo custo e a possibilidade de uso em fémeas
lactantes, tém sido os farmacos antiparasitarios mais utilizados nas Ultimas décadas
(DAYAN, 2003). No entanto, a despeito do periodo de caréncia preconizado pelos 6rgéos
reguladores e fabricantes (MORENO et al., 2005), residuos de benzimidazéis ja foram
detectados em leite bovino destinado ao consumo humano (BARKER; KAPPEL, 1997,
BRANDON et al., 2002).

Dentre os benzimidazéis, o albendazole ¢ um carbamato ativo que apresenta baixa
toxicidade para os animais e amplo espectro de acdo contra 0s parasitas e, por essa razdo, o
seu uso para o controle parasitario em animais de producdo tem se tornado extremamente
comum em todo o mundo (CAPECE et al., 2002; EMEA, 1997).

Por outro lado, a FAO/WHO (1989) alerta para o efeito téxico do albendazole,
incluindo alguns estudos sobre efeitos carcinogénicos, genotoxicos e teratogénicos
(LANUSSE et al., 2009). Quando ingerido durante o primeiro terco da gestacdo, pode
provocar embriotoxicidade, efeito possivelmente resultante da sua capacidade para se ligar
a tubulina durante o desenvolvimento embrionario (CAPECE et al., 2002). Embora a
Comunidade Europeia tenha estabelecido o limite maximo de residuo no leite em 100 ug
L™ (REGULAMENTO (CE) 1646/2004), as informagdes sobre a excrecdo do albendazole
e dos seus metabolitos através do leite de cabra ainda séo escassas (DAYAN, 2003).

Dessa forma, considerando que o leite oriundo de caprinos nativos € amplamente
utilizado pelas familias de baixa renda, especialmente aquelas da regido Nordeste, este

estudo objetivou desenvolver e validar um método para determinacdo do albendazole em
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amostras de leite de cabra por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), bem como
determinar a excrecdo de albendazole em leite de cabras nativas apds tratamento

antiparasitario.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Coleta de amostras de leite

Os animais utilizados pertenciam a um rebanho composto por 240 matrizes nativas
(Sem Raca Definida - SRD), criadas extensivamente em pastagem nativa. A propriedade
estd localizada no municipio de Brumado-BA (14°00'00”’S, 41°26'00”0), a 422 m de
altitude, clima semiarido com temperatura média de 25°C e precipitacdo pluviométrica
média 653 mm, distribuida em cinco meses do ano (INMET,2006).

Para esse estudo, foram selecionadas aleatoriamente 12 cabras lactantes, pluriparas
e tratadas com vermifugo a base de albendazole (Aldazol Oral®, Vallée, Brasil), na dose de
7,5 mg/kg de peso vivo, conforme sugerido pelo fabricante.

As amostras de leite foram coletadas antes e apds a aplicagdo do medicamento (0,
24, 48, 72 e 96 horas), acondicionadas em sacos plasticos descartaveis devidamente
identificados e entdo mantidas congeladas em freezer (-20°C) até o momento das analises
no Laboratorio de Quimica Analitica da UESB, para determinacdo de residuos de

albendazole.
5.2.2 Preparo das solucdes analiticas e da fase movel

Todas as solugbes foram preparadas utilizando agua ultra pura, obtida pelo sistema
de purificacdo (Millipore, Sdo Paulo, SP, Brasil). As solucfes analiticas de referéncia
foram preparadas por sucessivas diluicdes do padrdo de albendazole (Albendazole®, Fluka,
Sigma-Aldrich, EUA). Inicialmente, preparou-se 100,0 mL de solucdo estoque com
concentracdo de 1000 mg L™ do padrdo da albendazole, a qual foi armazenada em frascos
de polipropileno descontaminados (Company, Rochester, NY, USA). A partir da solucgéo
estoque, foram preparadas as solugdes de trabalho em concentracdes adequadas (10, 30,
60, 120, 240 e 480) para a construcdo das curvas analiticas, cujos valores sao apresentados.
O diluente utilizado foi uma solu¢do composta por metanol grau CLAE (Alcool metilico
UV-IR-CLAE isocratico, Panreac, Espanha) e cloroférmio (Cloroformio UV/CLAE
espectroscopico, Vetec, Brasil) na propor¢do 30:70 v/v, respectivamente, conforme
sugerido por Waldia et al., (2008). As solugOes de trabalho foram preparadas sempre no

dia das anélises e descartadas ao final da rotina.
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A fase mdvel foi preparada pela adicdo de acetonitrila grau CLAE (UV-IR-CLAE
isocratico, Panreac, Espanha), 4gua Milli-Q e metanol na proporcdo 60:10:30 (v/v/v),
respectivamente (WALDIA et al., 2008).

5.2.3 Preparacéao das amostras de leite, extragdo, deteccdo e quantificacdo do analito

Apols o descongelamento das amostras, uma aliquota de 2,0 mL de leite foi
transferida para um tubo de ensaio, acrescida de 2,0 mL de acetonitrila e centrifugada a
1370 x g, por 5 minutos, para obtencéo do extrato.

O procedimento de extragdo do albendazole das amostras de leite foi realizada em
trés etapas: i) ativacdo dos cartuchos de extracdo em fase sélida - EFS silica-C18 19% de
carbono (500 mg.3 mL™), ii) adsorcdo do albendazole ao sorvente, iii) eluicdo do
albendazole, e iiii) lavagem do cartucho.

Para a ativacdo do cartucho, foram utilizados 3,0 mL de acetona e 2,0 mL de
acetonitrila, com aplicacdo de vacuo, de modo a alcancar vazdo de 3,0 mL min™.
Posteriormente, para adsorcdo do albendazole ao sorvente, 2 mL do extrato foi adicionado
a coluna, com aplicagdo de vacuo, como descrito anteriormente. Para eluicdo do
albendazole, foram utilizados 3,0 mL de acetonitrila. A amostra obtida foi reconstituida
com 2 mL de uma mistura de acetonitrila/agua/metanol 60:10:30 (v/v/v) em um baldo de
5,0 mL e entdo filtrada com filtro de seringa de 0,22 um. Uma vez realizada a eluicdo, a
coluna foi lavada a vacuo, duas vezes, utilizando na primeira lavagem 4,0 mL de
acetonitrila, por trés minutos, e na segunda, 6,0 mL de hexano, por dois minutos.

A deteccdo do albendazole foi realizada através de sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia, composto de uma bomba de série 200, valvula de amostragem, loop de
20 pL e um detector série UV/VIS (CLAE, Perkin Elmer, USA).

Para separacdao cromatografica do albendazole, foi utilizada uma coluna de 250 x
4,5 mm, 5,0 um de tamanho de particula (RP-C18, Thermo, USA). Cada amostra injetada
em triplicata (20,0 uL) foi submetida a uma elui¢do isocratica, com a composicdo da fase
mével acetonitrila/agua/metanol 60:10:30 (v/v/v), fluxo de 1,8 mL.min™. A deteccéo do
albendazole foi realizada a temperatura de 30°C, utilizando comprimento de onda de 245

nm.
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5.2.4 Validagdo do método

Os procedimentos de validacdo do método de analise foram realizados com base
nos parametros de linearidade, exatiddo (recuperacdo), precisdo (repetibilidade e
reprodutibilidade parcial) limite de detecgéo e quantificacdo (ANVISA, 2003; INMETRO,
2003).

5.2.5 Andlise estatistica

Os dados quantitativos obtidos da concentracdo de albendazole, nos diferentes dias
de coleta, foram submetidos 8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste Tukey (SAS,
versdo 8.0). As diferencas foram consideradas significativas com P<0,05. Para
determinacdo das curvas analitica e de concentracdo do residuo de albendazole, foram

utilizadas regressdes lineares com P<0,01 (SAS, versdo 8.0).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Método analitico

Houve linearidade da curva analitica tracada por padronizagdo do analito
albendazole na concentracdo de 10 a 480 pg mL™ com coeficiente de determinacdo de
0,9956 (Figura 1). Este valor esta de acordo com os critérios de aceitabilidade de resulta-
dos do CODEX ALIMENTARIUS (FAO/WHO, 1993), o qual determina o coeficiente da
curva analitica (R?) >0,995 da ANVISA (2003), que recomenda um coeficiente de
determinacéo igual a 0,98, e do INMETRO (2003), um valor acima de 0,90.
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Figura 1 - Curva analitica obtida por CLAE/UV com leite caprino contendo diferentes
concentracdes de albendazole.

Na matriz leite bovino, De Ruyck et al. (2000), determinando residuos de
benzimidazois por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, obtiveram linearidade
com coeficiente de 0,9999 na faixa 20 a 5000 ng mL™ para o albendazole. Moreno et al.
(2005), realizando comparacdo dos perfis de residuos de benzimidazois por cromatografia
liquida — CL, relataram que os coeficientes variaram entre 0,994 e 0,999. De maneira
similar, Xia et al. (2010), utilizando cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia, acoplada
a espectrometria de massa (UCLAE/EM), obtiveram curvas de calibracdo lineares com
coeficientes de determinacdo >0,991 para benzimidazois. Assim, o coeficiente de

determinacdo obtido com CLAE/UV, encontrado para o albendazole no presente estudo,
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apresenta-se dentro dos padrdes de aceitabilidade dos 6rgdos nacionais e internacionais e
em conformidade com os trabalhos citados.

O tempo de retencao do albendazole na solugédo padrao e nas amostras foi de 2,16 e
2,17 minutos, respectivamente, mostrando concordancia entre as curvas de intensidade de
resposta e tempo de retencdo (Figura 2). Whelan et al. (2010), trabalhando com
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massa
(UCLAE/EM), encontraram tempo de retencdo de albendazole de 5,86 minutos em

amostras fortificadas de leite bovino.

TR= 2,16 min.

(@)

o TR= 2,17 min.

(b)

Figura 2 - Cromatogramas obtidos com a solucdo padrdo de albendazole (a) e com
amostras de leite de cabras contendo residuos de albendazole (b) com os
respectivos tempos de retengéo (TR).

89



Considerando que o tempo de retencdo € o tempo gasto desde o ato da injecdo até a
saida do ponto maximo do pico no sistema cromatografico, englobando, portanto, todo o
tempo que o componente fica no sistema, mudancas em variaveis experimentais, como
temperatura interna da coluna, fase movel utilizada, o método de injecdo, podem
influenciar no tempo de retencéo obtido.

Em todas as amostras fortificadas, independente da concentragdo (10, 120 ou 480
ug mL™), foi identificado residuo de albendazole, cuja taxa de recuperacdo média foi de
88,5% (Tabela 1).

Em leite bovino, a taxa de recuperacdo parece sofrer influéncia do método de
analise. De Ruyck et al. (2000), utilizando CLAE, obtiveram taxas de 68,0% a 85,0%;
Moreno et al. (2005), utilizando CL, encontraram taxas entre 77,0 e 97,0%; e Xia et al.
(2010), utilizando CLAE/EM, descrevem taxas entre 80,5% e 101,3%. De acordo com a
ANVISA (2003), a taxa de recuperagdo deve ser proxima de 100%, mas se a recuperacdo
for precisa e exata, valores menores sdo admitidos.

Os valores médios de repetibilidade e de reprodutibilidade parcial para os diferentes
niveis de concentragdo (10, 120 e 480 pg mL™) foram 16,9% e 16,2%, respectivamente
(Tabela 1).

Os limites de deteccéo e de quantificacdo do albendazole no presente estudo foram
1,28 ug mL™ e 3,89 pg mL™, respectivamente. Xia et al. (2010) obtiveram valores de
reprodutibilidade parcial <14% com limite de deteccdo e limite de quantificacdo do método
de 0,01 20,5 ug L™ e de 0,1 a 1,0 ug L™, respectivamente, enquanto que De Ruyck et al.
(2000) encontraram valores de limite de deteccdo e quantificacdo de 3,8 e 6,9 ng mL %,
ambos trabalhando com leite bovino.

Embora seja recomendavel que os valores de repetibilidade e reprodutibilidade
parcial ndo devem exceder 15% (ANVISA, 2003), o valor maximo aceitavel deve ser
definido em funcéo da metodologia empregada, concentragdo do analito na amostra, matriz
e da finalidade do método.

Tabela 1 - Taxas de recuperagdo, repetibilidade e reprodutibilidade parcial do método analitico
utilizado para deteccéo do analito albendazole em leite caprino*

Concentracdo  Recuperacéo (%) Repetibilidade (%) Reprodutibilidade parcial

(ng mL™) (%)
10 855 148 16,3
120 89.4 17.3 16,8
480 90,6 18,6 15,6

! Acrescido de solugéo padréo de albendazole; * Valores expressos em desvio padréo relativo.
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Os valores de preciséo (repetibilidade e de reprodutibilidade parcial), encontrados
neste estudo, foram expressivos nas diferentes concentragdes do analito, bem como a taxa
de recuperacdo, os limites de deteccdo e de quantificacdo apresentaram-se dentro dos
limites recomendados, demonstrando que o método analitico utilizado no presente estudo

mostrou-se adequado para determinacgéo de residuo de albendazole em leite caprino.
5.3.2 Residuo de albendazole no leite de cabras nativas

A excregdo do albendazole no leite ocorreu de forma diferenciada em fungao do
tempo apos aplicacdo do farmaco. As taxas de decréscimo do residuo nas amostras, nos

intervalos de 24-48 horas; 48-72 horas; 72-96 horas, ap6s a aplicacdo do farmaco, foram de
63,34%; 40,18% e 100,0%, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3 - Curva de concentracdo do residuo de albendazole no leite de cabras nativas
tratadas.

As concentracfes medias de albendazole no leite decresceram de forma gradual no
periodo avaliado, sendo que 72 horas apds administracdo, 50% das amostras apresentaram
concentragdes >47,61 pg mL™ e 50% ndo apresentaram valores acima do limite de
deteccdo. Em nenhuma amostra foi detectado residuo de albendazole 96 horas apds sua
administracdo (Tabela 2).

O tempo de excrecdo do albendazole no leite parece variar em pequenos e grandes
ruminantes. Chu et al. (1993), avaliando a excrecéo de residuos marcadores de albendazole
em leite bovino, encontraram valores <100 pg L™ 48 h ap6s o tratamento. Em leite de
cabra e ovelha, Cinquina et al. (1996) relataram que somente decorridas 72 horas apés a

aplicacdo do farmaco a concentracdo alcangou valor médio <100 pg L™. No presente
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estudo, o tempo necessario para que os valores residuais se apresentassem <100 pg L™ foi
menor do que os descritos na literatura para o leite das espécies caprina e ovina, uma vez
que a concentragdo média de albendazole foi de 64,10+11,0 ug mL™ &s 48 horas apds a
aplicacdo do farmaco, sugerindo que as cabras nativas apresentam metabolizacdo do

albendazole mais acelerada que as cabras especializadas.

Tabela 2 - Residuos de albendazole encontrados no leite de cabras nativas nos tempos 24, 48, 72 e
96 horas ap6s aplicagdo do farmaco.
Concentracio de albendazole (ug mL™)

Animais/Tempo 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
1 79,24 52,06 47,61 <1,28
2 74,26 64,62 54,09 <1,28
3 134,36 53,89 51,04 <1,28
4 161,95 66,93 <1,28 <1,28
5 126,23 72,37 <1,28 <1,28
6 123,85 85,57 47,87 <1,28
7 80,30 77,3 <1,28 <1,28
8 142,29 69,5 <1,28 <1,28
9 117,47 58,29 52,03 <1,28
10 52,12 58,06 <1,28 <1,28
11 71,77 62,89 56,46 <1,28
12 50,39 47,73 <1,28 <1,28
Média 101,20+ 37,4% 64,10+ 11,0° 25,76+ 27,00 <128

Valores seguidos de letra diferente diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
1,28 - Valor do limite de deteccdo

De acordo com Moreno et al. (2005), a metabolizacdo do famaco parece sofrer
influéncia da estrutura quimica da molécula e da via de administracdo. As concentragdes
méaximas no leite bovino de oxfendazole, fenbendazole e albendazole foram obtidas 12, 24-
36 h, e 12 h, respectivamente, ap6s a administracdo. Por outro lado, a concentracdo de
residuos de oxfendazole e albendazole é mais elevada no leite bovino, quando
administrados pela via oral do que pela via subcutanea. Este diferencial no padrdo de
excrecdo pode ser consequéncia direta da dose utilizada, uma vez que séo utilizadas 5,0 e
3,0 mg kg™ pela via oral e subcutanea, respectivamente.

As maiores concentragdes de albendazole foram verificadas nas primeiras 24 horas
(101,20+37,4), tendo sido detectado residuo em todas as amostras avaliadas até 48 horas
apo6s administracdo do farmaco. A quantidade de residuo excretado 24 horas apos a
administracdo do albendazole possibilitou a formagéo de dois grupos nitidamente distintos,
50% apresentaram concentragdo média de 68,01+13,37 pg mL™ e 50% 134,36+16,04 ug
mL™. No entanto, a despeito da expressiva diferenca entre os animais quanto a quantidade
excretada nas primeiras 24 horas (amplitude de 111,56 pg mL™), foi verificado que a
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excrecdo do albendazole no periodo entre 48 e 72 horas ocorreu de maneira relativamente
padronizada.

Do grupo com maior volume de excrecéo, 66,7% das cabras mantiveram esse perfil
em relacdo as demais, no tempo de 48 horas, entretanto, 33,3% reduziram drasticamente a
quantidade excretada, demonstrando a ocorréncia de individualidade no perfil de excregéo
do albendazole (Tabela 2). Brandon et al. (2002), ao determinarem o perfil de excrecéo
do fenbendazole em leite bovino, também observaram variacdo consideravel entre os
animais. A expressiva variacdo entre os individuos, no presente estudo, pode ser atribuida a
diversidade genética das cabras nativas.

Apesar das concentracdes de albendazole, encontradas neste estudo 72 horas ap6s o
tratamento, serem inferiores ao limite maximo aceitavel recomendado pelos 6rgaos oficiais
de salde, e apesar de alguns fabricantes recomendarem a utilizacao do leite 48 horas apos a
aplicacdo do farmaco, sua utilizacdo torna-se inadequada, tendo em vista que, em 50% das
amostras avaliadas, ainda foram encontrados residuos do farmaco em concentragdes
semelhantes as observadas em amostras, as 48 horas, podendo haver acimulo de residuos
no organismo.

Considerando a capacidade do albendazole para ligar-se com a tubulina (proteina
soltvel que constitui a estrutura basica dos microttbulos) e inibir a sua polimerizacdo aos
microtubulos, interferindo, assim, com a atividade mit6tica e considerando que o fuso
mitotico, agente mecanico no processo cariocinético, € composto de microtdbulos
(TERUEL et al., 2011), a ingestdo de leite com elevadas concentracdes de albendazole
poderia, além de ocasionar o efeito de resisténcia parasitaria, pormover efeitos
embriotoxicos. Portanto, do ponto de vista de seguranca alimentar, o consumo do leite de
cabras tratadas com albendazole deve ser indicado para consumo humano apds as
concentracdes de residuos encontrarem-se abaixo do limite de deteccdo, previamente
determinados, 0s quais devem ser estabelecidos com base em novas pesquisas que

determinem a relagdo entre a concentracao e os efeitos embriotdxicos deste farmaco.
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5.4 CONCLUSOES

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV/VIS ¢ eficaz
para deteccdo e quantificacdo de residuos de albendazole no leite caprino, tendo em vista
que o limite de detecgdo (1,28 pg mL™) e quantificagio (3,89 pg mL™) sdo
significativamente inferiores ao limite méaximo de residuo aceitavel pelos 6rgédos oficiais
de saude.

O uso do albendazole no controle endoparasitario em cabras lactantes possibilita a
presenca de residuos no leite pelo periodo de até 72 horas apés tratamento, ainda que
apenas em alguns animais e abaixo do limite maximo aceitavel pelos 6rgdos oficiais de
salde. Portanto, do ponto de vista de seguranca alimentar, o leite de cabras tratadas com
albendazole deve tecnicamente ser liberado para consumo humano ap6s 96 horas da sua

administragao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os aspectos fisico-quimicos (acidez titulavel, densidade, gordura, extrato seco total,
extrato seco desengordurado) do leite de cabras nativas criadas em sistema extensivo na
caatinga apresentam variagdes expressivas ao longo da lactagdo, com percentuais médios
de proteina, gordura e lactose dentro dos limites estabelecidos pela IN-37;

O leite de cabras nativas apresenta predominancia de &cidos graxos saturados,
mantendo ao longo da lactagdo uma proporgdo meédia de 78:20:2 para &cidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, respectivamente;

Considerando as variacfes fisico-quimicas do leite de cabras nativas, as quais
constituem o maior efetivo de matrizes do rebanho nacional, os valores de referéncia
estabelecidos pela legislacdo brasileira para densidade, gordura e extrato seco
desengordurado devem ser reavaliados;

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV/VIS ¢é eficaz
para deteccdo e quantificacdo de residuos de ivermectina e albendazole no leite caprino,
podendo ser utilizado como instrumento de controle e certificagdo de qualidade deste
produto, uma vez que o limite de deteccdo e quantificacdo para ambos os farmacos séo
significativamente inferiores ao limite méaximo de residuo aceitavel pelos 6rgédos oficiais
de saude.

O leite de cabras tratadas com antiparasitarios a base de albendazole ou
ivemectina, via oral, apresenta residuos em concentragdes inferiores ao limite maximo
aceitavel, estabelecido pelos 6rgdos nacionais e internacionais de saide (ANVISA, CE e
WHO), sendo abaixo de 1,28 pg mL™ as 96 horas ap6s o tratamento, no caso do
albendazole, e de 0,92 pg mL™ aos 42 dias com o uso da ivermectina, podendo
tecnicamente ser indicado ao consumo humano, decorrido o periodo descrito apds o

tratamento.
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