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Apresentacao

O Brasil é destaque por sua elevada competiti-
vidade e lideranga na produgéo de leite e produtos
derivados, destacando-se na adequacgao dos siste-
mas de controle de qualidade e seguranga em todos
0s processos da cadeia produtiva.

O uso de antimicrobianos é uma preocupagao
na cadeia de producao de leite, uma vez que o tra-
tamento inadequado de infecgdes pode levar a pro-
ducao de leite com antimicrobianos em quantidades
superiores aos limites maximos de residuos (LMR)
estabelecidos para protegdo da saude dos consumi-
dores. A resisténcia aos antimicrobianos, frequente-
mente associada ao mau uso desses farmacos, €
considerada pela Organizagdao Mundial da Saude
(OMS) uma das maiores ameacas globais de saude
publica.

Visando o atendimento das normas nacionais,
Plano Nacional de Controle de Residuos e Conta-
minantes (PNCRC/Animal), PNCRC, exigéncias do
mercado e principais 6rgdos mundiais de sistemas
de controle e seguranca alimentar, o Laboratério de
Qualidade do Leite da Embrapa Clima Temperado
(Lableite), integrante da Rede Brasileira de Qualida-
de do Leite, oferece analises qualitativas e quantita-
tivas, por meio de testes comerciais e equipamentos
cromatograficos, e dispde de equipe qualificada para
pesquisar os residuos de antimicrobianos em leite
e derivados. O objetivo desta publicagéo é orientar
os produtores e técnicos do setor leiteiro sobre a
rotina de coleta e encaminhamento de amostras de
leite, do estabelecimento rural até o Lableite, para a
determinacao de residuos antimicrobianos segundo
padrdes técnicos de exceléncia técnica.

Waldyr Stumpf Junior
Chefe-Geral Interino da Embrapa Clima Temperado
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Introducao

A cadeia produtiva do leite no Brasil cresceu
substancialmente nas ultimas décadas, a ponto de
o Pais se tornar o terceiro maior produtor mundial
de leite (FAO, 2022). Em vista dessa relevante par-
ticipagdo no setor, fez-se necessaria a criagdo do
Programa Nacional de Qualidade do Leite (PNQL),
com o intuito de promover a melhoria da qualidade
do leite brasileiro, garantir a seguranca alimentar da
populacdo, agregar valor aos produtos lacteos, evi-
tar perdas e, consequentemente, aumentar a com-
petitividade do leite e seus derivados (MAPA, 2021).

Para atingir os objetivos do PNQL e possibilitar
0 monitoramento sistematico da qualidade do leite,
existe a Rede Brasileira de Laboratérios de Controle
da Qualidade do Leite (RBQL), composta por nove
laboratérios credenciados pelo Ministério da Agricul-
tura e Pecuaria (Mapa). O Laboratério de Qualidade
do Leite da Embrapa Clima Temperado (Lableite),
localizado na Embrapa Clima Temperado (Esta-
¢ao Terras Baixas) € um dos integrantes da RBQL
(MAPA, 2023).

No Lableite sdo recebidas amostras de lei-
te cru refrigerado dos produtores da regido sul do
Rio Grande do Sul, para realizagcao de analises de
qualidade, sob Sistema de Inspecao Federal (SIF),
seguindo as Instru¢gdes Normativas n° 76 e 77, de
26 de novembro de 2018 (BRASIL, 2018a; BRASIL,
2018b). Além dessas instrugdes normativas, existe
o Plano Nacional de Controle de Residuos e Conta-
minantes (PNCRC/Animal), uma ferramenta de ge-
renciamento de riscos adotada pelo Mapa, que tem
0 objetivo de promover a seguranga quimica dos ali-
mentos de origem animal processados em estabe-
lecimentos sob Servigo de Inspecdo Federal (SIF),
por meio da Instrugdo Normativa (IN) n° 42/1999
(BRASIL, 1999; BRASIL, 2019). No PNCRC/Animal,
os testes realizados verificam o respeito aos limites
maximos de residuos quimicos em produtos animais
aplicaveis no Brasil, os quais sédo estabelecidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
abrangendo ampla gama de farmacos veterinarios
autorizados e proibidos, agrotéxicos, contaminantes
inorganicos, micotoxinas e dioxinas.

Tanto a IN n° 77 quanto o PNCRC abordam os
antimicrobianos no leite, que sdo farmacos veterina-
rios comumente utilizados no tratamento de sinais
clinicos e doencas em animais produtores de leite
(Jank; Louise, 2017). Entretanto, o uso indiscrimi-
nado de antimicrobianos ocasiona a deteccdo de
residuos do medicamento no leite cru (Zahreddine
et al., 2021). Se essas substancias estiverem pre-
sentes no leite cru em niveis que excedem os limites
maximos de residuos (LMR), podem causar alergia,
toxicidade e resisténcia a antimicrobianos no con-
sumidor. A resisténcia aos antimicrobianos é consi-
derada pela Organizacado Mundial da Saude (OMS)
uma das maiores ameagcas globais de saude publica
(WHO, 2017).

No Lableite sdo realizados testes qualitativos
(kits comerciais) e quantitativos (cromatografia),
para avaliagdo de residuos de antimicrobianos em
leite cru. Assim, este Documento foi elaborado com
o objetivo de orientar a realizagdo da coleta e enca-
minhamento correto de amostras de leite cru para
a determinacao de residuos de antimicrobianos no
Lableite.

Tipos de analises
para pesquisa de
antimicrobianos

De acordo com a IN n° 76 (BRASIL, 2018), faz-
-Se necessaria a realizagao de pesquisa de residuos
de produtos de uso veterinario em leite cru. Os en-
saios podem ser divididos em analises qualitativas
e quantitativas.

Analises qualitativas

A analise qualitativa de residuos de antimi-
crobianos consiste em testes lentos e rapidos. No
Lableite sdo utilizados dois testes lentos, o Delvo-
test® T e o Charm® Blue Yellow Il. Esses testes sao
baseados na inibicdo de crescimento microbiano,
com duragao em torno de 3h15 e seus resultados
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sao apresentados como: positivo ou negativo.
Os testes lentos séo realizados conforme a norma
ISO 18330:2003 | IDF 188:2003.

O teste rapido utilizado no Lableite € o Charm®
ED, um ensaio imunoenziméatico, com tecnologia de
fluxo lateral ROSA®. Dependendo da familia de an-
timicrobiano, tem-se um tipo de fita de teste: QUAD
1 - betalactamicos, quinolonas, sulfonamidas e te-
traciclina-livres; QUAD 2 — macrolideos e gentamici-
na; QUAD 3 - aminoglicosideos; ANFENICOL - an-
fenicol. Os testes podem ter duracdo de 5 minutos
(QUADSs) a 8 minutos (ANFENICOL) e seus resulta-
dos sdo expressos como positivo ou negativo, além
de informar a familia do antimicrobiano presente.
O teste rapido é realizado conforme a norma I1SO/
TS 26844:2006 | IDF/RM 215:2006.

Analises quantitativas

Os ensaios de analise quantitativa de residuos
antimicrobianos no leite no Lableite sao realizados
em dois conjuntos de equipamentos. O primeiro
conjunto consiste num cromatdgrafo liquido aco-
plado a um espectrdbmetro de massas hibrido qua-
drupolo e tempo de voo (LC-QTOF), e o outro, num
cromatografo liquido acoplado a um espectrdme-
tro de massas do tipo triplo quadrupolo (LC-QqQ).
A validagdo dos métodos para determinagdo da
concentragcao de residuo de antimicrobianos é rea-
lizada de acordo com o Regulamento de Execucéo
UE 2021/808 e os resultados sdo expressos em ppb
ou ug/L. Para atendimento ao PNCRC com relagao
aos limites maximos de residuos (LMR), o cliente do
laboratério, solicitante da analise, deve consultar a
IN n° 162, de 1° de julho de 2022.

Coleta de amostras

Para que o Laboratério de Qualidade do Leite
(Lableite) receba amostra de leite para analise, o
cliente devera enviar um e-mail manifestando o inte-
resse na realizagao de tal analise, para o endereco
cpact.lab.leite@embrapa.br, a fim de receber as de-
vidas orientagdes. A coleta de amostra de leite cru
bovino é de responsabilidade do cliente e devera
estar de acordo com os procedimentos de Instru-
¢bes e Solicitacdo de Ensaio e Coleta de Amostras
(LQL.PO.001).
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O procedimento de coleta deve partir dos sis-
temas de ordenha manual, ordenha mecanica em
balde ao pé, ordenha mecéanica com medidores de
leite ou tanque de resfriamento.

Coleta de amostra individual

Ordenha manual e ordenha
mecanica em balde ao pé

Apos o término da ordenha completa da vaca
individual, devera ser realizada a homogeneizacao
do leite utilizando homogeneizador manual, fazen-
do-se 10 movimentos suaves de cima para baixo,
com uso de agitador apropriado, conforme Figura 1.
Em seguida, com auxilio de uma concha, a amostra
devera ser transferida para frasco de coleta, de pri-
meiro uso, sem conservante, tampa natural e nao
estéril, fornecido pelo laboratério que sera respon-
savel pela andlise, conforme Figura 2.

Foto: Juliana Volz

Figura 1. Procedimento para homogeneizagéo do leite
em balde.

Foto: Juliana Volz

Figura 2. Coleta das amostras de leite em frascos de co-
leta, de primeiro uso, sem conservante, tampa natural e
nao estéril, fornecido pelo laboratério que sera responsa-
vel pela analise.
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Ordenha mecanica com
medidores de leite

O leite deve ser coletado logo apds o término
da ordenha, diretamente do medidor para o frasco
de coleta (de primeiro uso, sem conservante, tampa
natural e nao estéril).

Coleta de amostra do
tanque de resfriamento

Ligar o agitador do tanque por, no minimo, 5
minutos (para tanques com capacidade inferior a
3.000 L) ou 10 minutos (para tanques com capaci-
dade superior a 3.000 L) para que ocorra a homoge-
neizacao do leite. Apds, com uma concha coletar a
amostra, transferindo-a para um frasco de primeiro
uso, sem conservante, tampa natural e nao estéril.

Volume de leite coletado

O volume de amostra coletado deve ser de apro-
ximadamente 40 mL (Figura 3) obedecendo o limite
da terceira marcagéao no frasco (Figura 4).

Foto: Renata Dalbann

Figura 3. Acondicionamento da
amostra de leite em frascos com
volume maximo de 40 mL.

Figura 4. Marcacdes do frasco para coleta de leite.

Fechamento do frasco

O frasco de polipropileno devera estar devida-
mente fechado, sem lacre, sem fita adesiva ao redor
da tampa.

Identificagao, armazenamento
e envio de amostras

1) A amostra devera ser acondicionada em frasco
de primeiro uso, sem conservante, tampa natural
e nao estéril, identificada com etiqueta conten-
do um cddigo univoco fornecido pelo Lableite.
Além disso, devera ser preenchida e entregue,
juntamente com o lote de amostra(s), a Planilha
de Coleta de Campo (LQL.FO.012) com infor-
magbes do cliente e da(s) amostra(s) de leite
coletada(s).

2) Apds a coleta, a(s) amostra(s) deve(m) ser ar-
mazenada(s) em resfriador até seu transporte
ao Lableite. As amostras destinadas exclusiva-
mente para analise de cromatografia deverao
ser congeladas em freezer (-20 °C) logo apéds a
coleta, e tao logo encaminhadas ao Lableite, se-
guindo os prazos estabelecidos para analise.

3) Para o transporte, as amostras devem manter a
temperatura entre 0 e 10 °C ou, no caso de con-
geladas, manter a condicdo de temperatura de
congelamento até a chegada ao Lableite. Para
tanto, devem ser acondicionadas em caixas de
isopor/isotérmicas contendo gelo reutilizavel (ge-
lox). No caso das amostras refrigeradas, deve-se

Foto: Bianca Avila
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realizar isolamento com papeldo ou papel (por
exemplo: jornal) para evitar o contato direto da
amostra com o gelox. Além disso, o espago entre
0 gelox e a tampa da caixa devera ser preen-
chido com papeléo ou papel (figura 5), a fim de
evitar o congelamento das amostras pelo contato
com o gelox.
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4) O transporte devera ser realizado o mais breve
possivel, para que a amostra coletada chegue ao
laboratério em condicbes adequadas para reali-
zagao das analises.

Fotos: Renaté Dalbann

Figura 5. Acondicionamento de amostra de leite para analises. Amostras em caixa isopor contendo gelo reutilizavel e

disposicao do papel jornal, para evitar o contato direto da amostra com o gelox, no caso de amostras ndo congeladas (A);
disposicao dos gelos reutilizaveis sobre as amostras para auxiliar na manutencdo da temperatura até o envio ao labora-
torio (B); preenchimento da caixa até a tampa, com jornal ou outro tipo de papel (C).

5) A Planilha de Coleta de Campo (LQL.FO.012)
deve ser anexada na parte interna da tampa da
caixa de isopor/isotérmica, envolta em plastico
colado com fita adesiva, ou ainda, enviada pelo
e-mail cpact.leb.leite@embrapa.br ao laboratério.

» S5dias =

6) As amostras podem ser enviadas por transporta-
doras, correio ou entregues diretamente no La-
bleite. As amostras refrigeradas que serdo ana-
lisadas por meio de kits comerciais devem ser
enviadas ao laboratério antes do prazo maximo
de 2 dias.

Y Y
Dia 0 1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 9" Dia
Data da Maximo da Limite para
coleta chegada analise

Elaboragao: Rosangela Barbosa

Figura 6. Cronograma dos prazos de chegada e analise apds a data da coleta.

Cuidados gerais

1) Na coleta de amostra individual, NUNCA coletar
o leite diretamente do animal.

2) Na coleta de amostra do tanque NUNCA coletar
o leite pelo registro do tanque.

3) TODAS as informagdes referentes a coleta de-
verdo ser registradas na Planilha de Coleta de
Campo (LQL.FO.012).

4) NUNCA vedar as tampas dos frascos de coleta
de amostras com fita adesiva.

5) NUNCA recongelar as amostras destinadas a
cromatografia.

Critérios necessarios para

o recebimento de amostras

em leite in natura

1) A caixa isotérmica ou isopor devera estar devi-
damente embalada e vedada, ndo apresentando

qualquer dano que comprometa a conservagao,
integridade e identidade da amostra.
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2) O formulario com informagdes do cliente e da(s)
amostra(s) de leite coletada(s) deve acompanhar
o lote de amostras, devidamente preenchido.
O formulério LQL.FO.012 deve ser acondicio-
nado em saco plastico vedado e fixado na parte
interna da tampa da caixa isotérmica ou isopor
e/ou enviado para o e-mail cpact.lab.leite@em-
brapa.br.

3) O responsavel pela entrega da amostra devera
assinar um registro de entrega da amostra.

4) A triagem das amostras sera realizada por um
profissional do Lableite devidamente capacitado
para realizar a atividade.

5) A temperatura da amostra deve estar entre 0 e
10 °C, para solicitagbes de analises em testes
comerciais qualitativos (lento e rapido); caso
esteja fora dessa variagdo, a amostra sera des-
cartada. Para cromatografia, as amostras devem
estar congeladas.

6) O prazo maximo de analise para testes qualitati-
vos é de até 5 dias, e quantitativos (amostras es-
tardo congeladas apds a coleta), de até 3 meses,
a contar do prazo de coleta das amostras de leite.

7) Apb6s a abertura do registro de entrega das
amostras, essas sao submetidas a uma triagem,
de acordo com os critérios de recebimento de
amostras estipulado pelo Manual de Procedi-
mentos para Laboratérios, disponivel na pagina
eletrénica do Mapa.

8) As amostras que apresentarem regularidade na
triagem sao encaminhadas para analise.

9) As amostras que forem consideradas nao con-
formes, em desacordo com as determinagoes
do Mapa, serdo descartadas, gerando-se o0s
registros pertinentes, arquivando-se a via no
Laboratorio.

10) Os motivos para a nédo realizagao da analise de
uma amostra pelo laboratério sao evidenciados
por uma triagem.

11) Os documentos para suporte na coleta de
amostras de leite devem ser acessados
pelo link:  https://drive.google.com/drive/u/0/
folders/1nkZRFJIHjbnuvV59LFf-kAia3e-seAPS.

Endereco para envio
das amostras

As amostras devem ser enviadas aos cuidados
do laboratério para o seguinte endereco:
Laboratério de Qualidade do Leite — Lableite
Embrapa Clima Temperado
Estacao Experimental Terras Baixas — ETB Campus
Universitario, s/n°, Capao do Ledo, RS

E importante destacar o horario de recebimento
de amostras no Lableite Embrapa Clima Tempe-
rado: de segunda-feira a sexta-feira, das 8h30 as
11h30 e das 13h as 16h30.
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