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RESUMO

A bovinocultura leiteira € uma das principais atividades do agronegdcio brasileiro, destacando-se nas regides
Sul e Sudeste. O leite possui relevante valor nutricional e econdmico, sendo amplamente consumido in natura
ou processado. Contudo, a utilizagdo de antibidticos na produgao leiteira, como a Tulatromicina, exige atengao
quanto a seguranga alimentar, devido a possibilidade de residuos no produto final e ao risco de
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana. Este estudo teve como objetivo verificar a estabilidade da
Tulatromicina em leite bovino ao longo do tempo e investigar a presenga de seus residuos em amostras
comerciais de leite UHT e pasteurizado. A metodologia envolveu indugéo da Tulatromicina em leite in natura,
seguida de liofilizagao, extragdo com solventes e analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS/MS). Os resultados demonstraram alta estabilidade da molécula por até 58 dias, com
recuperagao entre 99,25% e 88,25%. Na analise de amostras comerciais, cinco das dez apresentaram
residuos detectaveis, com concentragbes variando entre 0,35 ng/mL e 14,66 ng/mL. Esses achados
evidenciam a persisténcia do farmaco e a necessidade de monitoramento continuo, reforgando a importancia
de métodos analiticos sensiveis para garantir a seguranga na cadeia produtiva do leite.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano; Macrolideos; Pecuaria leiteira; Seguranga alimentar.

1 INTRODUGAO

A bovinocultura leiteira no Brasil configura-se como uma das principais cadeias
produtivas do agronegécio, especialmente nas regides Sul e Sudeste do pais, sendo o
estado do Parana o segundo maior produtor nacional (CARVALHO; ROCHA; GOMES,
2018). A atividade leiteira contribui significativamente para a economia brasileira e
acompanha uma tendéncia global voltada ao desenvolvimento sustentavel da producéao de
lacteos, buscando ndao apenas o aumento da produtividade, mas também a melhoria da
qualidade do leite destinado tanto aos consumidores quanto & industria lactea (ANUARIO
LEITE, 2023).

O leite é reconhecido como uma fonte alimentar rica em calcio, proteinas, vitaminas
e minerais, sendo, portanto, um componente essencial da dieta humana (CARVALHO;
NOVAES; MARTINS, 2002). Além de sua importancia nutricional, o leite apresenta elevada
versatilidade como produto agroindustrial, sendo amplamente utilizado tanto em sua forma
natural quanto na fabricagao de diversos derivados.

Apesar dos avangos na atividade leiteira no Brasil, a utilizacdo de farmacos na
producdo animal, especialmente antibibticos, continua sendo uma pratica comum e
necessaria para assegurar a produtividade e competitividade do setor (REGITANO; LEAL,
2010). No entanto, determinados antibidticos, possuem uso restrito na bovinocultura de
leite, como é o caso da tulatromicina.
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A tulatromicina € amplamente empregada no tratamento da Doenga Respiratéria
Bovina (DRB), porém seu uso em vacas lactantes ou em fase préxima ao parto € limitado
devido ao risco de residuos no leite, o que compromete a seguranca alimentar dos
consumidores (BEHURA et al., 2017; OURO FINO, 2022; ZOETIS, 2022). Além disso, o
uso inadequado desse antibiotico pode contribuir para o desenvolvimento da resisténcia
antimicrobiana.

Diante da incidéncia da Doenca Respiratoria Bovina (DRB) em rebanhos leiteiros e
da comprovada eficacia da tulatromicina no tratamento, a auséncia de testes especificos e
rotineiros em laticinios para a deteccao de residuos desse antibidtico pode representar um
risco adicional, especialmente no que se refere a segurancga alimentar (LEKAGUL et al.,
2020; SLIZOVSKIY et al., 2020). Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo
aplicar um protocolo analitico para a identificagcdo e quantificagcdo da tulatromicina em
amostras de leite comercializada em supermercados da cidade de Maringa.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento inicial foi conduzido com amostras de leite obtidas da Fazenda Escola
da Universidade Cesumar - UNICESUMAR, (23° 25’S, 51°57'W e altitude de 550 metros),
no més de abril de 2024. Foram coletados 2 litros de leite, transportado ao Laboratorio
Interdisciplinar de Anadlises Bioldgicas e Quimicas da UNICESUMAR, separados em 33
frascos contendo 25 mL cada, identificados e armazenados a -20 °C. No laboratério foram
adicionados 100 pL de solugao padrao de Tulatromicina 1000 ug/mL em cada recipiente,
liofiizadas a -86°C (Liofilizador LJJ, JJ Cientifica). O protocolo foi aprovado pelo
CEP/Unicesumar no 03.2/2023.

Em um frasco cbnico contendo 10 mL de acetonitrila foram adicionados 1 g de
amostra de leite liofilizado, agitado por 5 minutos em vortex (Vortex Basic Kasvi) seguido
por centrifugacdo a 4.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido
cuidadosamente para outro tubo conico de 50 mL contendo 10 mL de hexano, 250 mg de
DSC - 18 (Sigma — Aldrich) e 100 mg de PSA (Supelco), agitados por 5 minutos em vértex
e centrifugacao por 15 minutos a 4.000 rpm.

O hexano, presente na camada superior do sobrenadante, foi descartada, e a
inferior, composta pelo solvente acetonitrila, foi transferida para um tubo de vidro para
evaporacgao do solvente. Apds o periodo de evaporagao, o material foi reconstituido com 2
mL de metanol e transferido para um vial de 2 mL e analisadas no Nucleo de Pesquisa
Clinica e Bioequivaléncia (NPCBio) — HU/UEM, utilizando um maodulo cromatografico
(Waters), equipado com forno e amostrador automatico (autosampler) refrigerado,
contendo uma coluna ACE 3 C18 DV17-1217 (50 x 4,6 mm) e acoplado ao sistema de
espectrometria de massas Micromass Quattro Premier XE (Waters).

Na analise por LC-MS/MS, 20 uL de amostra foram injetados no sistema, fixando a
temperatura da coluna em 40°C. A fase movel consistiu em uma mistura 85:15 (A:B), sendo:
A — 0,1% acido férmico em agua; B — metanol. O fluxo utilizado de fase mével foi de 0,4
mL/min e o tempo de corrida cromatografica foi de 5 minutos.

O espectrometro de massas foi definido otimizando melhores condi¢gdes para o
método de monitoramento de reagdes multiplas (MRM), sendo elas: modo de ionizagao por
eletrospray (ES) operando no modo positivo (+), voltagem no capilar de 3.6 kV, voltagem
no cone de 30 V, voltagem no extrator de 3V, temperatura da fonte de 120°C, temperatura
de dessolvatagao de 500°C, fluxo do gas de dessolvatagdo de 600 L/h; fluxo de gas no
cone de 150 L/h, resolugbes LM1 e HM1 de 15, resolugbes LM2 e HM2 de 15 e 13,
multiplicador 550 vezes; energia do ion 1 e 2 de 1.0 e 2.0 respectivamente e fluxo de argdnio
na camara de colisdo de 0,17 mL/min. Para a quantificagao da tulatromicina foi realizada
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ng/mL.

Em supermercados da cidade de Maringa-PR, foram adquiridas 10 amostras de
leite, sendo 5 amostras de leite UHT e 5 amostras de leite pasteurizado. As extragdes e
analises seguiram os mesmos protocolos descritos. Para a quantificagdo da tulatromicina
foi realizada curva de calibragdo utilizando padrao externo de tulatromicina nas
concentragcdes de 0 a 10 ng/mL.

3 RESULTADOS ESPERADOS E DISCUSSOES

A analise de estabilidade da tulatromicina foi conduzida com o propésito de verificar
seu comportamento em meio lacteo ao longo do tempo e avaliar possiveis perdas por
degradacdo. Para isso, amostras de leite bovino foram coletadas em abril de 2024, na
Fazenda Escola da UNICESUMAR, e fortificadas com tulatromicina para obteng¢ao de uma
concentracéao final tedrica de 4,00 ug/mL. As amostras foram submetidas a liofilizacdo em
diferentes intervalos ao longo de 58 dias, sendo todas as analises realizadas em triplicata
para garantir maior confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.

Os dados obtidos, apresentados na Tabela 1, indicaram que a tulatromicina
apresentou elevada estabilidade durante todo o periodo avaliado. A concentracio
quantificada variou de 3,97 + 0,06 ug/mL no tempo zero (recuperagéo de 99,25%) para 3,53
+ 0,23 pg/mL no 58° dia (recuperacado de 88,25%). Esses valores correspondem a uma
estabilidade percentual entre 99,25% e 88,25%, demonstrando que a degradagdo do
farmaco foi minima sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.

Tabela 1: Analise da inducao de Tulatromicina em leite de vaca in natura e teste de estabilidade

Inducgéo de Concentragao inicial Quantificagado de Tulatromicina | Recuperagao Estabilidade (%)
tulatromicina no leite / de Tulatromicina apos processo de extragdo (%)

dia (ug mL") (ug mL™")

0 4 3,97 £ 0,06 99,25 99,25
5 4 3,84 £ 0,15 96 96
10 4 3,79+0,23 94,75 94,75
15 4 3,75+ 0,22 93,75 93,75
20 4 3,80 + 0,21 95 95
25 4 3,60 + 0,37 90 90
30 4 3,91+ 0,11 97,75 97,75
37 4 3,82+0,19 95,5 95,5
44 4 3,77 £ 0,20 94,25 94,25
51 4 3,69+0,18 92,25 92,25
58 4 3,53 0,23 88,25 88,25
0 4 3,97 £ 0,06 99,25 99,25

Fonte: Autor,2025

Tais resultados confirmam que a tulatromicina mantém-se quimicamente estavel em
leite bovino por, pelo menos, 58 dias quando armazenada nas condi¢cdes de temperatura e
processamento aplicadas no estudo. Essa persisténcia é relevante tanto para fins
analiticos, uma vez que garante confiabilidade na detecg¢ao de residuos, quanto para fins
regulatorios, pois indica a possibilidade de permanéncia do antibiético em produtos lacteos
por periodos prolongados apds a sua administragdo em animais.

Com base na confirmagao da estabilidade da molécula, foi conduzida a segunda
etapa do estudo, destinada a investigagcdo da ocorréncia de residuos de tulatromicina em
amostras de leite disponiveis comercialmente. Para isso, foram adquiridas, em 03 de
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dezembro de 2024, dez amostras de diferentes marcas, sendo cinco de leite UHT e cinco
de leite pasteurizado, em supermercados da cidade de Maringa-PR.

Todas as amostras foram processadas no mesmo dia da coleta, seguindo
rigorosamente o protocolo de extracdo e analise previamente validado na etapa de

estabilidade. A quantificacdo foi

realizada por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC-MS/MS), utilizando curva de calibragao com padrao externo
de tulatromicina, na faixa de 0 a 10 ng/mL e os resultados apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultado da analise de Tulatromicina em amostras de leite UHT (longa vida) e leite
pasteurizado (embalado em saco plastico flexivel).

Amostra Tipo de Leite Tulatromicina (ng mL"")

1 UHT n.d.

2 UHT 14,66 + 1,13
3 UHT n.d.

4 UHT n.d.

5 UHT 0,35+ 0,09
6 Pasteurizado 2,88 + 0,97
7 Pasteurizado n.d.

8 Pasteurizado 0,73+0,12
9 Pasteurizado 0,52+0,10
10 Pasteurizado n.d.

Fonte: Autor,2025.

Os resultados, indicaram que 50% das amostras analisadas apresentaram residuos
detectaveis de tulatromicina. As maiores concentragcdes foram observadas em uma amostra
de leite UHT (14,66 + 1,13 ng/mL) e em uma amostra de leite pasteurizado (2,88 + 0,97
ng/mL). Outras trés amostras, sendo duas de leite pasteurizado e uma de leite UHT,
apresentaram residuos em niveis mais baixos, variando de 0,35 + 0,09 ng/mL a 0,73 £ 0,12
ng/mL.

A detecgao de residuos em produtos prontos para o consumo pode estar associada
a diferentes fatores, como uso néo autorizado do antibiético em vacas lactantes, falhas no
cumprimento do periodo de caréncia apds tratamento, ou ainda contaminagao cruzada
durante as etapas de ordenha, transporte ou processamento industrial. Esses achados
reforcam a necessidade de um monitoramento sistematico e de protocolos analiticos de
alta sensibilidade, visando garantir a conformidade com padrdes de seguranga alimentar e
minimizar riscos a saude publica.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos evidenciam que a tulatromicina apresenta elevada
estabilidade em leite bovino, mantendo-se quimicamente integra por, pelo menos, 58 dias
sob as condi¢gdes de armazenamento e analise aplicadas, indicando que residuos do
farmaco podem persistir no produto por periodos prolongados, o que amplia a importancia
do seu monitoramento. A presenca de residuos detectaveis de tulatromicina em 50% das
amostras comerciais avaliadas, incluindo concentragdes expressivas em produtos UHT
(14,66 £ 1,13 ng/mL) e pasteurizados (2,88 + 0,97 ng/mL). Esses resultados sugerem
possiveis falhas no cumprimento do periodo de caréncia apds tratamento, uso indevido do
antibiético em vacas lactantes ou contaminagdo cruzada durante o processamento
industrial. Assim, programas de vigilancia continua e do uso de metodologias analiticas
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o risco de exposi¢cao da populagao, a protegao da saude publica e a seguranga alimentar.
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