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Procedimentos para coleta e envio de
amostras de leite para determinacao da
composicao e das contagens de células
somaticas e de bactérias totais

Introducao

Essa Circular Técnica é uma atualizacdo da publicada em junho de 2015
para contemplar as mudancas efetuadas na coloracdo da tampa dos frascos
utilizados na coleta das amostras.

As andlises laboratoriais para determinacao dos teores de gordura, lactose,
proteina extrato seco desengordurado, extrato seco total e uréia, e para

a contagem de células somaticas (CCS) e a contagem total de bactérias
(CTB) em leite cru sao realizadas em pequenos volumes (amostras), de
aproximadamente 50 mL. As amostras de leite devem ser representativas
do volume total de leite que se pretende avaliar. Esse volume pode ser de
até 5.000 litros ou mais, e uma Unica amostra é utilizada para a andlise. Por
isso, alguns cuidados devem ser observados quando se pretende coletar e
encaminhar amostras de leite para andlise laboratorial.

Além da representatividade da amostra, mencionada acima, outros fatores
podem interferir com os resultados das andlises e devem ser levados em
consideracao. Um desses fatores é a facilidade de contaminacao do leite,
seguida da multiplicacdao dos microrganismos em ndmero suficiente para
causar sua deterioracdo em algumas horas. A contaminacao do leite ocorre
facilmente em condicbdes inadequadas de obtencao, armazenamento, coleta e
transporte. Outro fator é a riqueza nutricional do leite, que o torna um meio
ideal para a multiplicacao microbiana.

As amostras de leite devem ser coletadas em recipientes apropriados, limpos
ou esterilizados, conforme o tipo de andlise a ser realizado, e devem ser
enviadas ao laboratério sob refrigeracao (maximo 7 °C; idealmente, em torno
de 4 °C) tendo-se o cuidado de nao congelar a amostra. Os procedimentos
de coleta e transporte de amostras devem ser padronizados, de acordo com
normas aceitas internacionalmente, de modo que os resultados obtidos por
diferentes laboratérios possam ser comparados entre si.

A confiabilidade dos resultados das anélises depende, em grande parte,

da adocao de procedimentos estabelecidos para a coleta, transporte e

armazenamento das amostras, sendo importante observar:

e (Capacitacdo do pessoal responséavel pela coleta e transporte das amostras
de leite;

e Padronizacdo dos procedimentos;

e Escolha de materiais adequados para a coleta, armazenamento e transporte
das amostras, observando-se, especialmente: o tipo de frasco, o tipo de
conservante e as condicoes de armazenamento das amostras;

e Tempo decorrido entre a coleta e a realizacdao das anélises;
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® Fornecimento de informagdes sobre as
amostras e o rebanho de origem.

Recomendacdes gerais

Responsavel pela coleta de amostras

A pessoa encarregada de coletar as amostras de

leite deve:

e Receber treinamento e seguir os procedimentos
recomendados. A descricao dos procedimentos
deve estar disponivel, por escrito, de forma
visivel e de féacil acesso, no local da coleta;

e Receber informacao sobre os riscos inerentes
ao manuseio dos conservantes usados ou de
qualquer outro produto quimico que possa
apresentar risco a sua saude, a saude dos
consumidores do leite e ao ambiente;

e Receber orientacao sobre os cuidados higiénicos
e sobre os riscos de contaminacao do leite em
caso de ma-conducao de suas atividades;

e Dispor de tempo suficiente para proceder
a coleta conforme as instrucdes recebidas,
especialmente quanto a homogeneizacéao do
leite antes da coleta e uso correto dos frascos e
conservantes, mesmo que haja outras atividades
a serem desempenhadas.

Em geral, a coleta de amostras de leite para anélise
laboratorial é realizada sem aviso prévio. Dessa forma,
evitam-se, mudancas dos procedimentos de rotina da
ordenha e do armazenamento do leite, o que poderia
comprometer a representatividade da amostra, uma
vez que as andlises nao sao realizadas diariamente.

A coleta de amostras devera ser feita na propriedade
imediatamente antes do recolhimento do leite pelo
transportador. No caso de tanques comunitérios,
amostras individualizadas de todos os produtores
devem ser coletadas juntamente com a amostra

do tanque, as quais devem ser colhidas antes da
transferéncia do leite dos latGes para o tanque.

Material e procedimentos recomenda-
dos para coleta de amostras de leite

Frascos

Os frascos utilizados sdo de material plastico,
com tampas de pressao. As tampas devem vedar
o frasco de maneira segura, para evitar tanto o
vazamento do liquido, quanto a contaminacao do
leite com &gua, poeira ou qualquer outro agente.
Os frascos e os conservantes sao fornecidos pelo

laboratério responsavel pelas analises. Isso facilita
e agiliza a rotina do laboratério, pois sao usados
frascos de tamanho e formato adequados para

0 uso nos equipamentos. Os frascos devem ser
mantidos fora do alcance de criancas, em ambiente
seco, ao abrigo da luz, e protegidos de qualquer
contaminacao (poeira, dgua, insetos, etc.). S6
devem ser abertos no momento da coleta.

Os frascos utilizados para a coleta de amostras de
leite destinadas a determinacdao dos componentes

e CCS possuem a tampa vermelha e séo
disponibilizados com uma pastilha de conservante
(Bronopol®) no seu interior (Figura 1). Os frascos
utilizados para a CTB possuem tampa azul, sdo
previamente esterilizados e disponibilizados com
uma pastilha de conservante azidiol no seu interior
(Figura 1). Sdo conservados em invélucros plasticos
individuais, para evitar contaminacao. Esses frascos
devem ser abertos no momento da coleta para a
adicao da amostra de leite (Figura 1).
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Figura 1. Frasco com tampa de pressdao vermelha com
pastilha de Bronopol® no interior utilizado para coleta de
amostras destinadas a determinacdo dos componentes e
contagem de células somaticas em amostras de leite cru
(direita). Frasco estéril com tampa de pressao azul no
interior pastilha de azidiol utilizado para coleta de amostras
de leite para a contagem total de bactérias (CTB).

Conservantes

Os conservantes sdo usados para garantir que
as amostras de leite mantenham sua integridade
e caracteristicas desde o momento da coleta
até a realizacdo da andlise no laboratério. Os
conservantes sao toxicos ndao devem entrar em
contato com o leite destinado ao consumo.

Os conservantes usados no laboratério sdo os
recomendados pela International Dairy Federation
(Federacao Internacional de Laticinios — IDF/FIL) e
pelo MAPA e a quantidade de conservantes utilizada,
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foi previamente dimensionada para os volumes dos
frascos padrao utilizados na amostragem.

e  Bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol):
conservante recomendado para andlises de
composicao e de CCS. A concentracao final
na amostra deve ser entre 0,02 e 0,05%. Este
conservante possui um corante que confere uma
coloracao péssego as amostras de leite.

e Azidiol (azida sédica e cloranfenicol):
conservante recomendado para a CTB. As
concentracoes finais na amostra de leite devem
ser entre 0,10 e 0,12% (azida sédica) e 0,004 e
0,005% (cloranfenicol).

Além do cloranfenicol e da azida sddica, esse
conservante contém um corante, que confere as
amostras de leite uma coloracdo azulada

Tempo e conservacao da amostra
entre a coleta e a analise no
laboratorio

As amostras de leite devem ser mantidas sob
refrigeracdo desde a coleta até a entrega no
laboratério. Apesar das restricoes da FIL/IDF,

para o tempo maximo decorrido entre a coleta de
amostras e realizacdao das andlises (dois a cinco dias,
dependendo da anélise) foi observado que amostras
de leite com os respectivos conservantes e mantidas
resfriadas de O °C a 7 °C nao apresentaram
diferencas significativas nos resultados obtidos para
componentes, CCS e CTB ao longo de sete dias.
Deve-se ter o cuidado de ndao congelar as amostras
para evitar alteracdes nos resultados.

De acordo com o MAPA as amostras de leite devem
ser acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo
reciclavel e a temperatura nao deve ultrapassar os
7 °C no periodo compreendido entre a coleta de
amostras e a recepcao de amostras no laboratério
(maximo de 96 horas).

O laboratério cadastra as informacoes dos clientes e
encaminha etiquetas adesivas com codigo de barras
utilizadas para a identificacdao das amostras de leite.

Precaucdes

Os frascos e equipamentos ou utensilios (conchas,
copos coletores e baldes) usados para a coleta de
amostras devem ser protegidos de contaminacao

células somaticas e de bactérias totais

antes e durante o uso. Estes utensilios devem ser
higienizados com detergente alcalino clorado (130
ppm de cloro), ou éalcool etilico 70 °GL antes e apés
serem utilizados.

O coletador de amostra (concha, ou outro modelo)
deve ser mantido limpo e seco, evitando-se seu
contato com materiais ou superficies contaminadas
por sujidades (moscas, matéria organica,

poeira, etc.) Ele deve ter superficie lisa e cantos
arredondados para facilitar sua limpeza, e ser, de
preferéncia, de aco inoxidavel.

O frasco de amostra deve ser manuseado com
cuidado, evitando-se derrubar a tampa no chéao

ou o contato dela ou do interior do frasco com
outros materiais ou possiveis contaminantes. Todo
o cuidado deve ser tomado para ndo contaminar
indevidamente o leite que estd sendo amostrado.

Coleta de amostras de leite do tan-
que de refrigeracao

A coleta de amostra do leite do tanque requer
agitacao suficiente para promover a homogeneizacao
adequada dos componentes do leite (gordura,
proteina e lactose), evitando-se alteractes das
leituras, que se devem pela tendéncia de acimulo
dos glébulos de gordura na superficie do tanque.
Esses glébulos carreiam células soméaticas e bactérias
e caso o leite nao seja bem homogeneizado, e a
coleta seja feita apenas da superficie do leite, os
resultados ficarao alterados. Em estabelecimentos
com tanque de expanséo direta para resfriamento do
leite recomenda-se, antes de coletar as amostras:

e Observar se ha qualquer anormalidade no leite.
Em caso de anormalidade, registrar a ocorréncia
e interromper a coleta;

e ligar o sistema de agitacdo do tanque por no
minimo cinco minutos imediatamente antes da
coleta da amostra. Quando a capacidade do
tanque for maior que 5 mil litros, o tempo de
agitacao deve ser aumentado para dez minutos,
ou de acordo com a recomendacao do fabricante.
Em qualquer caso, deve-se sempre coletar a
amostra logo apds o desligamento do agitador;

e Nao manter o frasco com conservante sobre o
leite contido no tanque;

e Usar um coletador para transferir o leite para o
frasco;

e Nao ultrapassar 3/4 (trés quartos) do frasco
com leite (medida feita considerando-se o frasco
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tampado). Isso é feito para permitir a mistura do
leite com o conservante;

e |dentificar cada frasco com a correspondente
etiqueta de cddigo de barras;

e Colocar a amostra de leite em caixa isotérmica
(tipo isopor ou outra) com gelo reciclavel
(Figura 2), imediatamente apds a coleta.

Figura 2. Caixas isotérmicas (plastico e isopor), gelos
reciclaveis e estantes para armazenamento e transporte de
amostras de leite.

e Garantir que a quantidade de gelo reciclavel seja
suficiente para manter a temperatura interna da
caixa isotérmica em no maximo 7 °C. Deve-se
evitar o uso de gelo comum ou gelo em saco
plastico, pois a dgua resultante do degelo pode
prejudicar a identificacdo das amostras. Para
dimensionar a quantidade de gelo reciclavel a ser
utilizado no resfriamento utilize a proporcao em
peso de 1:1 entre os gelos reciclaveis e o peso
total das amostras a serem enviadas para analise;

e Limpar cuidadosamente o coletador de amostra;

e Aguardar cinco minutos e apés homogeneizar o
leite, para que o conservante se dissolva. O leite
devera adquirir a coloracao caracteristica do
conservante (péssego, no caso do Bronopol® e
azulado, no caso do Azidiol) (Figura 3).
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Figura 3. Amostras de leite com coldragéo azulada
(esquerda) e de péssego (direita) apés adicao do conservante
azidiol e Bronopol®, respectivamente.

Coleta de amostras de leite de latOes

Antes da coleta da amostra, deve-se:

e Agitar o leite de cada latdo, usando um
agitador manual (agitador de latao) (Figura
4) por no minimo dez segundos. Misturar
o leite das camadas superiores com o das
camadas inferiores, pelo menos dez vezes com
movimentos suaves e continuos. O movimento
do agitador deve ser sempre na direcao vertical
(para cima e para baixo) (Figura b).

Figura 4a. Homogeneizador (direita) e coletador de aco

inoxidavel (esquerda), utilizados para coleta de amostras de
leite em latdes.

Figura 4b. Detalhe do homogeneizador e do coletador de
amostras.

Quando houver necessidade de coletar leite

de vérios latdes, deve-se obter uma amostra
representativa do conjunto de latdes. Homogeneizar
o volume total de leite de cada latdo e apds este
procedimento transferir quantidades de leite
proporcionais de cada latdo para outro recipiente
(Figura 6). Deste recipiente, retira-se o volume
necessario para o frasco (Figura 7). Por exemplo:
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se houver dois latdes, sendo um cheio e outro pela
metade, retira-se um litro do primeiro e meio litro do
segundo latdo. Desse volume de 1,5 litros, retira-se

a amostra para andlise, depois de se misturar bem o
leite, como mostrado na Figura 5.

Figura 5. Processo de homogeneizacdo (movimentos
suaves para cima e para baixo), para coleta de amostra de
leite em latdes.

Figura 6. Transferéncia do volume de leite amostrado do
latdo pararecipiente por meio de coletador de aco inox.

O que se deve evitar

® Trocar frascos ou tampas no momento da
coleta;

e Rasurar ou alterar a identificacado das etiquetas
de cédigo de barras;

e Colar horizontalmente as etiquetas de
identificacdo por meio de cédigo de barras;

e Usar cubos de gelo dentro das caixas
isotérmicas;

e Enviar amostras com temperaturas acima de 7
OC;

e Enviar amostras com mais de 96 horas apés a
coleta.

células somaticas e de bactérias totais

.

Figura 7. Transferéncia do volume de leite amostrado dos
latOes para o frasco coletor de plastico.

Encaminhamento das amostras para
o laboratério

Todas as amostras encaminhadas ao laboratério

devem ser acompanhadas de um formulério no qual é

registrado, dentre outras, as seguintes informacoes:

e Data e horério da coleta. No caso de a coleta
ter sido realizada em mais de um dia, a data do
primeiro dia de coleta deve ser considerada para
o lote de amostras;

e (Quantidade de amostras, caixas isotérmicas,
gelos reciclaveis e racks enviadas;

e Data, hora e forma de envio;

e Contato e o responsavel pelo envio.

e Os frascos devem conter as etiquetas de
identificacdo da amostra por meio de cddigo de
barras coladas verticalmente (Figura 8).
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Figura 8. Etiquetas de cddigo de barras coladas verticalmente
nos frascos para identificacdo das amostras de leite.
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