O LEITE: COLIMETRIA, FOSFATASIMETRIA E
CONTAGEM GLOBAL
Consideractes a respeito da detencdo de irregularidades na

linha de pasteurizacio do leite, pela utilizacdo das provas
colimétricas das diluicdes ¢ concentracoss crescentes

Arsxaxpae MrLno Finao (%)

No vasto menu gue a natureza pos so aleance do homem para
que renovasse as energins gastas na luta pels vida ou para que
servisse de argamassa de constifuicdo de seu proprio organismeo, na
Tase de crescimento, ¢ leite, como alimenio plastico, fem o primado
indisecutivel.

Noszso regime alimentar & classicamente, desde os tempos colo-
niais, gen&os proteoprivo, pelo menos hipoprotéico. Hi oz que plei-
teiam a favor de urma alimeniacfo pobre em ecarnes e ovos sob a
atirmativa de que a proteinizacfio da alimentacfo, que se vem veri-
ficando nos paizes de maior vitalidade econdmica, se acompanha de
uma patologin especial, com predominio da hinertensfo arterial e
do diabetes,

Ha, também, o8 que invocam ¢ wvasto capitulo de afeccdes
proteinopénicas, em gue avultam o edema de fome e a tuberculose,
e sob o aspecio morfolégico a pegquenez da estatura e o atraso da
puberdade, Nio importam questdes doutrindrias ou polemizacbes
de tipo académice. O cerlo é que, de todos os tempos, na construcho
do edificio animsl, e na manutencio equilibrada do sen funciona-
mento, o leite & matéria prima definitiva. Afé no mundo micros-
copico é o leite substrato de extraordindrio potencial nutritive, pois
constiiui para a imensa e variads flora microbiana, fator engenédtico
de erescimentc e difusio.

{*)  Bacteriologisia da Cooperstiiva Ceniral de Laticinios. Médico do Hospifal
Municipal ¢ Assistente da 6. Medicina de Homens do Hospital Ceniral da
Santa Casa (Servico do Dr. Alexandre Mslla),

Recebido para publicacdo em 20 de dezembro de 1960,
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Junte-gse ao fato, cireunsténcia de que, pelas suas proprias
condicBes de produchio, em fonte animal, em ambiente de higiene
primitiva, inevitivelmente é o leite um vasto caudal onde erescem
e ge reproduzem assustadoramente centenas de mithares de células
bacterianas, em ondas que se sucedem a cada quarte de hora, de
novas geracdes de extrema prolificidade (FFosTER & col, 1957
HaMMER & col, 1957). E a flora banal do leite, germinagbes pa-
cificas que apenas atuam sbbre a gualidade do produte, a sua con-
servacfio, o seu organcleptismo. Mas hi também a interferéncia
da flora de luta, dos patogénicos, que promovem incursbes devas-
tadoras e mortiferas contra a sobrevivénels humana, Entre nods,
em 1938, MELLO & MASTROFRANCISCO evidenciaram a presenca do
bacilo da tuberculose vive e virulento, no leite de consumo da Capi-
tal, entregue cru 4 populacio. Poueo tempo apds, RANGEL PESTANA
(1942), publicava o resultado de suzs verificacdes, tendo isolado
o Mycobucterium tuberculosis do ilquido céfalorragueano de erian-
¢as eom meningite tuberculosa. E ésge germe era de origem bovi-
na, FEsses trabalhos, feitos na measmsa época, fecham o ciclo e
caracterizam perfeitamente a perigosa decorréncia das contamina-
coes de um produio alimentar que é o principal artifice da criacio
da vida humana e animal. Note-se que, por feliz circunstidneia, o
bacilo ds tuberculose nio tem a propriedade de se vepreduzir no
leite (Stand. meth. exam. dairy prod., 1953}, Esta fol uma eitaclo
a 8smo, porque muitos eapitulos da patologia poderiam ser desdo-
brados com enumeraces désse tipo, objetivando outros morbos. E
nesta altura que intervém a func¢fo saneadora e salvadora da pas-
teurizacio, eujo efeito fundamental, como téenica industrial, inciuida
no dominio dos preceitos bromatolégicos, & ndo g6 a profilaxia das
contaminacBes humanas, como, também, a transmissio ao produto
da durabilidade necessaria A distribuicfio e ao consumo. Segundo
VILLARES (1959), os resultados obtidos na estacfio Experimental
de Laticinios de Hillerod, na Dinamarca, pelos processos recenies
de pasteurizacio, na destruicio de 99,4 a 99,99 por cento dos ger-
med banais e 100 por cento dos germes pafogénicos do leite, com
leves modificactes nas proteinas soliveis, vitaminas e outros ele-
mentos termsolébeis, recebem continuas confirmacdes em diferentes
centros de investigacBes cientificas de varias partes do mundo.
Em Sio Paulo, com magquinaria moderna, a grande maijoria dag in-
distrias, empregando o processo de pasteurizaciio rapida com agque-
cimento a 73-75° C, no periodo de 15 a 20 segundos, de achHrdo com
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Rocicxk (1959), cem por cento dos germes patogénicos do leife e
cBrea de 99,82 a 999 por cento dos germes banais sdo destraidos.
Pelo exposto, chega-se & conclusfo de que é o objetivo primordial
dos Servicos de Baude FPdblica, promover a distribuicio de um
produto de acurado padrio organoléptico & bhaixo teor microbiane,
porque, embora uma elevada contagem nfo prove, obrigatériamente,
a presenca de bactérias patogénicas, indica, certamente, a acio
isolada ou conjunta de fatéres diversos tais como: a contaminacio
na fonte de origem, transporte sob insatisfatorias condiges de
frigorificacio, pasteurizacio técnicamente deficiente ou recontami-
nacdo posterior ao beneficiamento (MeLLO FiLzo, 1958; MeLLo,
1943). Entretanto, sabe-se que o Regulamento Federal (Reg. Insp.
ind. — Berv. Inf. Agric.,, 1953), nio tem padrio determinado para
o leite eru quanfo aos coliformes e a contagem global, estipulando
apenas gue o produto ndo deseore o azul de metileno (prova da
redutase), em tempo inferior a duas horas e meia. Nao obstante,
em vérias cidades da Franca, Noruega e dog Egtadog Unidos, ado-
ta-se um apurado padrieo bacterimétrico de 100.000 germes por ml,
embora refira VILLARES {1959), a freqiiéneia com que észe severo
indice é atingido ou suplantado. Na [tdlia e Bélgica, contém o
leite eru, em média, 18 milhdes de germes por ml e no Egito
(Alexandria), ¢ nas Ilhag da Madeira (Funchal), um achado de
150 milhGes é fato comum (VILLARES, 1958). Em Sao Paulo, em
1943, consignava MELLO, os valores de 50 a 100 mithGes, e, atual-
mente, para o leite vindo das fazendas, nos entrepostos do interior,
e para o produte chegado & Capital, verifica-se, em média, o teor
microbiano de 8 a 30 milhdes, respeciivamente, o que nfio deixa
duvidas quanto & melhora verificada na qualidade do leite. Tam-
bém o indice limite, estipulado para o leite tipo C — 300.000 ger-
mes por ml — fornou-se um valor extremamente complacente em
virtude dog aperfei¢ccamentios tecnoldgicos do beneficiamento e hi-
giénico-sanitdrios na producdo. De fato, estatisticas elaboradas
por técnicos do Departamento da Producfio Animal, revelaram que
88,8% do produte examinado apresentaram contagem inferiores a
160.000 germes por mi, um padrio adotado em muitas nacbes do
mundo, e que 91,1% das amosiras do leite tipo C mostraram a
auséncia de coliformes em 0,1 ml, indice idéntico ao exigido em
muitos paises mais avancados em questdes de Iatieinios (VILLARES,
1959; Rocick, 1959).
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OBJETIVOS DESTA PUBLICACAO

Feitas estas consideracdes inicizis, passaremos ao assunfo déste
trabalho, que constard de uma breve vecapitulacio dos processos
colimétricos e fosfatasimétricos comumente empregados nos labo-
ratérios de contrble sanitario do leife, com um estude eritico a res-
peito e comparative em relacdo a um outro processo colimétrico, o
das diloicdes e concentracdes crescentes, por nds proposio em 1951
{MELLO Fingo, 1851}, ilustrado por exemplos gue nfo deixam do-
vidas quanto & superioridade destas Gltimas provas na delencio de
irregularidades na linha de pasteurizacgio, e, principalmente, na
promocdo da sua profilaxia. Segue-se uma andlise comparativa das
estatisticas numéricas das contagens globais em &gar padrio, em
relacio aos indices colimétricos.

Como fecho, um breve ensaio experimental, fazendo o confronto
do valor da colimetria e da fosfatasimetria na acuidade da deter-
minacio de peguenos desvios da téznica de pasteurizagho, traduzin-
do-se por subpasteurizacio, e da recontaminacfo do leite devida-
mente beneficiado deniro do préprio pasteurizador, ailravés da
mistura indevida com peguenas fragles do leite cru, gue, nestas
condiches, agiria como um verdadeiro “inoculum”™.

COLIMETRIA B FOSFATASIMETRIA — PROCESSOS
ROTINEIROR

Desde gque ndo seja vidvel o emprégo de métodos rotineiros de
contréle e idenfificaclio da presenca ocasional de germes palogéni-
cos, como indice de um tratamento higiénico adequado, convencio-
nou-se utilizar o teste da verificacdo da presenga presuntiva dos
coliformes no leite e a prova guimica da fosfatase, como evidéncia
da eficiéneia maior ou menor dos trabalhos exscutados.

Die fato, o= germes patogénicos mals eomuns, exiuidos 08 espo-
rilados, sie destruides a temperaturas inferiores aquelas requeridas
para eliminar os coliformes e inativar a fosfatase, um fermento
termoldbil que ocorre normadlmente no leite cru.

Yerifica-gs, poig, que um feste negative, indicando a destruicéo
da fosfatase no leite beneficiado, nio 36 € uma certeza da auséncia
de germes patogénicos, coms uma afirmativa do tratamento térmico
adequade, podendo igualmente a fosfalase revelar recontaminacles
posteriores pela mistura com guantidades detectiveis de leite cru.

Pelas mesmas razdes, niio sobrevivendo os coliformies, em ni-
merc aprecidvel, a uma pasteurizacio bem conduzida, o teste posifivo



O LEITE: COLIMETRIA, FOSFATASIMETRIA E CONTFAGEM GLOBAL 133

indica sempre uma recontaminacio, sendo a prova t8o ssletiva gue
permite a detencfo dagueles microorganismos mesmo guando se
constituam peguena percentagem da flora global

Em faze do exposto, conelui-se que, com a prova da fosfatase
como indice de adequade pasteurizacfo e o teste para coliformes
como afirmativa de recontaminacio, poderemos, seguramente, ter
uma poderosa visio de conjunto de 16da a linha de pasteurizagio e
uma acurada noclo topografica da sua sanidade segmentar,

Entendendo-se por pasteurizacBo a destruicio toial da flora
patogénica com reduclo do feor microbiano global, sem prejuizo
sensivel nas propriedades fisico-quimicas, bioquimicas e organoléepti-
cas do produto, passaremos a ahalisar o leite fipo C, objeto dos
nossos estudos, que obedece, como ja foi visto, &s sepuintes deter-
minaches regulamentares: auséneia de coliformes em 0,1 (um dé-
¢imo) de mi: contagem global inferior a 300,000 germes por mi;
e conirdle obrigatério do teor enzimatico em fosfatase e peroxidase
{Reg. Insp. Ind. — Serv. Inf. Agric., 1953; LoOPES, 1954).

E da rotina dosg gervicos de contrdle sanitdrio do leite, para a
colimetyia, a semeadura do produio em meio bile-lactose-verde bri-
hante, com fubos de Durham invertides, lides os resuliados apods
48 horas, = 3 horas, de permanéncia em estufa a 82-35 ¢ C {Stand.
meth, exam. dairy prod., 1983).

Para a contagem da flora global semeia-se o leite e placas
de gelose padrio. Entretanto, 6 importante salientar o cardter de
estimativa déstes dols métodos, sujeitos a erros freglientes dos
quais o principal é o originado pela imperfeita distribuicio das
bactérias na amostra examinada, causando, portanto, pela sua malor
ou menor densidade na parcela semeads, falsos resultados positivos,
ou enganadoras respostas negativas,

Déste conceito, tira-se a nogdo da obrigatoriedade da extensiio
dos exames ao malor ntmero possivel de fragdes da amostra em
estudo.

De fato, exemplificando, suponhamos que uma dada amostra
contenha 1 coliforme por ml, nessas condicdes cérea de 37 por cento
dos tubos de fermentacfo contendo 1 ml podem zcusar resuliados
regativos, o que ndo acontece se langarmos mao do concurge de 5
tubos, semeados com 1 mi (Stand. meth, exam. dairy prod., 1983;
Stand. meth., exam. water. .., 1955}

Com a utilizacfio dos 5 tubos, em apenas 1 por cento dos casos
ocorreria um resultado completamente negafivo, mas, mesmo nessas
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condicles, a precisfo dog resultados obtidos nio é de alta ordem,
obrigando o analists a grande ponderacio gquande se inferpretam,
em térmos de significacfio sanitdria, os resultados obtides com a
utilizacBo de poucos tubos em cads diluicAo da amostra (Stand. meth.
exam. dairy prod., 1953; Stand. meth. exam. water. .., 1955).

Pela mesma razio, para a maicr acuidade na avaliaclio dos
resultados consignados, faz-se necessirio o exame seriado do pro-
duto pelo menos em 3 ou 4 amostras, cothidas em dias diferentes,
em husca de um resultado médio (Stand. meth. exam. dairy prod.,
1953},

Na verdade, o préprio Regulamenio estipula que as sancbes a
serem aplicadas no caso de discordincia com o texto legal, ultra-
passando o padréio permitide, devam aguardar a totalizacio de 3
andlises sucessivas, ou 5 inierpoladamente em discordéineia, no
pericdo de um més, o que além de tudo, permitiria as providéneias
saneadoras necessarias.

Na roting dos servicos piblicos de conirdle sanitario do leite,
tomam-ge amostras em cinco situacbes diferentes: 1.° — no tanque
de recepcfio do leite cru; 2.° — na torneira do pasteurizador (nos
nrocessos rapidos, apds a refrigeracdo); 8.° — nog iangues esto-
ques; 4.° « na maquing de engarrafar; 5.% -~ na maguina para
eolocacho de tampas (MELLO Fiogo, 1951; Lores, 1950).

Fsta segmentacio da linha de pasteurizacio fem a vantagem
de oferecer, ao analista, indicacfio exata, topografica, da contami-
nacio do produto ja beneficiado, e, se 0 mesmo fol convenientemente
pasteurizado, facilitando o iratamento local higienizador, através
dos processo mechnicos, fisicos e quimicos conhecidos.

No conlrdle dos coliformes do leite pasteurizade, tipo C, pars
o produto colthido no préprio pasteurizador e nos tanques estoques,
segue o 6rgio oficial competente, o método da semeadura em 1,8
ou b tubos de fermentagio, nas parcelas de 0,1 ¢ 1 ml, e 0,1 ¢ 0,2 m!
para o produto quando engarrafado.

Na Inferpretaciio dos resuliados, a verificacdo nessa série, de
um 86 tubo gageificado, é o suficiente para estabelecer, por motivos
logicos, baseados na interpretaciio do texio da lel, a presenca pre-
suntiva indesejavel do coliforme.

Ussa resposta presuntiva pode-se transformar como informacio
adicional, em fraduciio exata, pelo exame completado, pela semea-
dura désse material em meios especiais de identifieacio, com a
devida exclusfio da presenca de esporulados, Desde que mais de
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ESTIMATING COLIFORM GROUP DENSITY

TABLE 21b—TABLE OF PROBARLE NUMBERS (MPN) PER 100 ML OF SAMPLE.
Using 5 Tubhes

With 190, 1 and 0.1 ml Volumes

POS * POS * | POS * | POS * | POS* | POS *

MPN MPN| {MPN {MPN MPN || MP
10101 10141 1010.1] REREE i Wwiod! 10101

t
pecl 0 (1006} 2 |200; 45i!300| 78!400! 13 500 22
601 18/101| 4 (201 68{301 31 {401 7 |501] 31
go2; 36102 8 (202 91 :302:13 {402 21 502/ 43
003, 54 103( 8 (20312 130316 (403 25 |503] 58
004! 72 104:10 | 204 14 30420 !404)] 30 (504 75
g053 9 |105112 |205 16 (306|238 (405 36 505 95
010 18!110} 4 l210! 6873101 (410 17 | 510 33
011 36111 61 211! 982231114 |411; 201|511} 46
glz! 551112 81 212012 |312{17 (412! 26 {512 64
018} 73:113;1¢ {21314 | 313,20 |413] 31 |513] 8
014 61711412 214137 :314|28 ;414 361514110
015,11 [115)14 [216|18 [315 |27 415 42 | 515|130
020 37 120 61 220] 93320614 420] 22 520 49
621 55 121] 8222112 321,17 |421| 26 |521] 7
022 74;122/10 222,14 ;322/320 |422| 32 522 9%
G283 921123112 223[17 |3283!2¢ 423 38 523120
02411 124115 22418 324027 (424! & 524150
025018 125117 22522 1335{3%F [425 50 [526]180
P3¢ 56130 83,230:12 (3301317 430! 27 530/ 79
621 74|/131]10 [231[14 ;33121 ;483%1] 3 |531]110
G329 23 )18%/13 23217 1332/2¢ 1432]| 30 | 532|140
033 1L |133/15 (23312 |333,28 433 4 | 535180
08413 13417 [234/22 (3348 [434] 52 /534]310
¢35!15 | 13518 23525 | 3353 435 59 | 53251250
040] THI140[11 240[15 | 340121 (440 3 |540]130
041§ 947141513 241317 | 341124 [441] 40 541170
042011 [142]15 24220 |3842128 |442 47 542|220
043113 | 148,17 [ 243]23 (34382 1443 b4 543280
044115 |144[19 |244(35 344[3 [444] 62 544 350
045117 | 14522 24528 | 34540 445 69 {545 430
650 94150713 1250117 (350735 |450] 4 |55¢]240
9511 | 151115 25120 | 851120 |453%) 48 551|350
05218 | 15217 252123 | 352(32 452 56 | 552540
05311 | 153]19 |253 ;26 35337 [453] 64 5523]0920
054117 | 154122 (254120 [354 41 4547 72554 1600
6565519 | 15524 |255 |32 |[355 46 455 81 |555 2400+
1 ; 1

¥y Number of pesitive tubes with each of 3 volumes used,

TABELA N.° | - Tabela dos mais provavels nitmeros (M.P.N.}, de coliformes,
em 100 mil da amosira, usande 5 tubos (Stand. metln exam, dalry prod., 1958).
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um organismo coliforme possa ser responsavel peln positividade de
cada lubo, muitas vézes além da andlize qualitativa, lanca-ge mio
da pesquisa quantitativa, baseada no principio de que o provivel
ntimero dog orgsnismes é uma funcdo logaritmica dos resuliados,
quando as fracdes testadas sfo da ordem decimal (Stand. meth.

exam. dairy prod., 1953; Stand, meth. exam. water..., 1955).

Para tanto, é suficiente semesar o leile em uma série de 3 ou
5 tubos, nas quantidades de 0,1, 1 e 18 ml, e procurar interpretar
o8 resultados de acdrdo com tabelas preexistentes, indiecativas dos
mais provavels nimeros (M.P.N.), de coliformes em 100 ml, se-
gundo HosgINg {1938, 1934), e og trabalhos basicos de MAC-CRADY
(1915, 1918},

O emprégo déste processo fornece, ns maioria das vézes, uma
hoa no¢io do grau da poluicio da amostra examinada, mas leva,
a0 nosso ver, o analista ao enconfro de uma série de resuliados

paracoxais. De fato, entre a primeira possibilidade — 15 fubos
negatives — indice de zero coliformes em 100 ml ¢ a extrema —

15 tubos positivos — traducfio da presenca de 2.4060 on mais orga-
nismos, existem na tabela valores gradativamente mais ou gradati-
vamenie menos em contrapesicdoc com o critério do bom senso,
chegando a ser admitida a possibilidade de resultades acusando b
tubos positives para 0,1 mi e o8 demais completamente negativos
para as quantidades maiores de 0,1 ¢ 10 ml

Porém, na pratica correnle, estas incongruéneias néo sfo obser-
vagas e a tabela funciona, para a média dog casos, perfeitamente,

O METODO COLIMETRICO DAS DILUICSES E
CONCENTRACOES CRESCENTES

)8 processog vistes, adotados, visando o contrdle do teor de
coliformes, quer o gualitativo da presenga presuntiva ou completa-
do, e mesmo o quantitative (M. P.N .}, apenas registram a situacio
atual dessa flora, a sua presenca no momento do exame e portanto
quando o leite pasteurizado ja se acha, “ipso fais”, contaminado.
Entrefanto, ag lelfuras das amostras cfo feltas apds 48 horas da
semeadura e, mesmo qgue pudessem ser efetusdasz imediatamente,
como no métode de DBreed, nfo sendo permitido a repasteurizacio
do produto, o mesmo seria entregue ao consumo em conlravencio
43 exiglneias regulamentares.

As providéneias decorrenfes dos exames s80 gempre “a poste-
riori”, para o leite do dia cu dog dias seguintes. De modo que, a
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instituicBo de um processo que permitisse a previsfo dos resultados,
de maneira a enireter o leite estritamentée deniro dos padrdes
legais; ou, mesmo, com uma aprecidvel margem de geguranca man-
tida acima das limitacdes regulamentares, seria de inestiméavel valia,
sobretudo levando-de em conta o fato de que as disposicOes da lei
estabelecem uma rigorcsa e continua vigildncia s6bre t6da a linha
de beneficiamento do produto.

0O METODO DAS CONCENTRACCES CRESCENTES

Ao lado da téenica comum da semendura em bile-lactose-verde
brithante, do leite pasteurizado colhido nos pontos cldssicos — tor-
neira de pasteurizador (T.¥.), tanque sstoque {T.E.), leite en-
garrafado (L. K.) — e submetido &s diluicdes de rotina, fazemos,
também, a semeadura dessas mesmas amosiras, nde diluides, ao
contrario, em concentragfes crescentes, em 3 tubos para cada se-
meadura, & razdo de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 ml e lidas nas mesmas con-
dicdes, apds 48 h em estufa a 35° €. (g métodos que trabalham
eom leite diluide — rotina dos laboratérios — informam sbbre as
condigfes atuais do beneficiamento, sbbre a eficiéneia da maquina
pasteurizadora no ato do beneficiamento do produto ou a acuidade
da higienizacio dag canalizacdes, dos tanques-estoques, dag maquinas
de engarrafar.

Os vesultados obtidos pelo méfodo das concentracbes crescentes,
procedido num leite “in natora”, nfo diluido, propde-se 8 esclarecer
s6bre a situacdo de 18da & linha de pasteurizaciic prevendo, com
24, 48, 72 horag de antecipacho, og desviog que o teor colimétrice
do leife ird sofrer, possibilitando, em consgeqiiénela, ag devidas pro-
vidéncias. '

- Bealmente, no processo comum das diluigbes, de acirdo com
os resultados oblidos, o leite é classificado come corrvespondendo ou
ndo ac padrio legal sem outra qualquer golucdo, sujeitando-se ag
uginas s sanches legais. Hesultados satisfatorios de um dia néo
permitem para o dia seguinte, nem siguer para o mesmo dia, em
outro eiclo de pasteurizacfio, ou, até em outra amosira do mesmo
leite, verificacfes idénticas, podendo haver largas flutuacles nas
ieituras.

Pelo método das concentracles, por nds proposto em 1951
{MELLO FILILO, 1951), tals surpresas desaparecem, o trabalhe do
beneficiamente do leite corre em seguranga na previsfo estudada
dos resultados Futurcs. Semeado o leite em concentracdes crescen-
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tes: 0,1 -1 -2 -4-6-8-10 ml, e até mals, vai-se obter um
teto de seguranca fixado pelo tubo anterior aquele que resultou
positivo.

Obtida a gasogenia, usando os coliformes como teste, v.g., no
tubo de 8 m! de leite, o teto de seguranca estard na altura do tubo
de 6 ml, sendo as semeaduras de 0,1 - 1 - 2 - 4 - 6 chamadas de
margem de seguranca do produto e 6 ml o teto de seguranca do
beneficiamento do produto.

A proporgBo que o teto val baizandoe, diminuinde portanic a
margem de seguranca, serfo intensificados os trabalhos de desin-
fecefio da aparelhagem, a regulacio mais exata da temperatura e
da velocidade de trinsito. Dentro désse critério, o leite beneficiado
de um dia é o teste da eficiéncia do beneficiamento do dia subse-
giente. Com um teto de seguranca mantido em bom nivel, na altura
de 4 a 6 ml de leite, o3 trabalhos das usinas correrdo com satisfatoria
margem de garantia. Excluida a possibilidade de ocorréncias de
momento, de major gravidade, guer nos parecer que o método fun-
ciona com razodvel repularidade e eficiéncia. Transcrevendo uma
ficha do nosso assentamento, relativo a um exame global do leite
temos o seguinie.

Ficha n° 85 —

1.° segmento — ILeite cru, de Roseira, tipe C.
10 mithdes de colénias por ml (em placa de gelose-
-padrio).
Coliformes positives em 1 x 100.000 ¢ 1 x 1 milh8o,
Coliformes negativos em 1 x 10 mithdes.
Prova da peroxidase -+----

2.9 segmento — T, P. (Pasteurizador).
Método comum das diluicdes: coliformes negativos
em 5 tubos a 0,1 mi
Métode das concentracles:
a) Margem de seguranca: coliformes negativos em
1-2-4 -6 ml;
coliformes positivos em
8 ml
by Tefo de sgeguranca: igual a 6 ml

3.2 segmento — T. E. (Tanque estogue).
Método comum dag diluigles: coliformes negativos
em 5 tubos a 0,1 ml
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Método das concentracdes:

a) Margem de seguranca: coliformes negativos em
1-2-4mi;
coliformes positivos em
et 6 e 8 ml

b} Telo de seguranca: igual a 4 ml

4.% gegmento — L. K. (Leite engarrafado).
12.060 colénias por ml
Método comum das diluicfes: coliformes negafivos
) em 5 tubos a 0,1 ml
Método das concentracdes crescentes:
a) Margem de seguranca: coliformes negativos em

1-2 -4 ml;
coliformes positives em
6 - 8 ml

by Teio de seguranca: igual a 4 ml

Prova da peroxidase: -+

Prova da fosfatase: menos de 1 unidade azul Scharer,

Verifica-ge o elevado teor da margem de seguranca. Em caso
de pioramento progressivo das condicbes higiénicas da linha de
pasteurizacdo, muito antes de ag deficiénciag se exteriorizarem com
os resultados do método das diluicdes, comecam a ineidir sbhre os
indices do método das concentracdes crescentes, rebaixando o teto
de seguranca, dando margem suficiente para as medidas cerretivas,
nos setores indicados pelos resultados das respectivas amosiras.
Exemplificando:

Ficha n.? 182
1.% segmento - Leife cru de Jacarel, tipo C.

15 milthdes de coldniag por ml

Coliformes positivos em 1 x 100.000 e 1 x 1 milhdo,

Coliformes negativos em 1 x 10 milhoes.

Prova da peroxidase: +-}-+

2.° segmento — T. P.
Método das diluicdes: coliformes negatives em 5
tubos & 0,1 ml

Método das concentracfes:

a} Margem de seguranca: coliformes negatives em
1-2-4-6-8ml;
coliformes positivog em
10 ml.

b} Teto de seguranca: igual a & ml
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3.% segmento — T. E.

Método das diluigSes: coliformes negativog em 5
tubog a 0,1 ml

Método das concentracdes:

a) Margem de seguranca: coliformes negativos em

1-2-4ml;
ecoliformes positivos em
6 -8 - 10 mi

b) Teto de seguranca: igual a 4 ml
4.9 gsegmento: L. E.

13,600 colonias por mi
Método das diluicBes: coliformes negativos em 5§
tubog a 0,1 ml

Método das concentracdes:

a}) Margem de seguranga: coliformes hegativos em
1 -2 mi;
coliformes positivos em
4 -6 -8 -10 mL

by Teto de seguranca: igual a 2 mlL

Prova da peroxidase: +4
Prova da fosfatase: menos de 1 unidade Scharer.

Teto de seguranca igual 2 8 ml no 2.9 segmento, a 4 ml no 3.°
segmento e iguzl a 2 ml no 4.° segmento. Contaminacio localizada
no trecho correspondente & canalizacfio que transporta leite do pas-
teurizador acs fangues de estogue ou nestes. Essa conclusio nfo
poderia ser feita sob a orientaco das provas simples das diluigdes,
que apenas acusel:

2.9 segmento: T.P. — Coliformes negativos em 5 tubos a 0,1 ml.
3.2 segmento: T, B, — Coliformes negativos em 5 tobos a 0,1 ml
4.% gegmento: L. E. — Celiformes negativos em 5 tubos a 0,1 ml

O leite teria sido dado como de bom teor coliférmico, nio se
podendo suspeitar da anomalia, ocorrente em cardfer progressivo,
até o memento em que se apreseniasse na diluicds de 0,1 ml, o que
o retira do padrio minime exigide. O método das concentracies
é preventivo, faz a profilaxia das infracdes regulamentares; o mé-
todo das diluicdes é o método dos fatos consumados. Nos casos
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porém em que o teste presuniivo para o coliforme seja positivo ja
nas diluigdes habituals — 0,1 mi para o leite fipo C — desaparecem
as indicactes do métode das concentracdes proposto, que ja ndo
terd aplicacdo. Sucede fregiientemente, que, apesar de todos os
cuidados e da atencio a todos os requisitos de ordem téenica, a
presenca de coliformes persiste, ndo havendo recursos, nas rotinas
usadas, para prever a evolucBo da melhoria ou da plora de tal
situacéo.

O METODO DAS DILUICOES CRESCENTES

A fim de atender & sse aspecio do problema é que propusemos
o método das superdiluigles, que é exatamente um processo inverso
ao das concentracdes crescentes. Néle usam-se diluicbes inferiores
as habituais, em busca das margens de seguranca negativa e do
teto de seguranca negativo. A proporgio que a negatividade do
teste {6r corrende, os tubos, de baixo para cima, da diluicdo menor
para a maior, estamo-nos aproximando da normalidade funcional
da aparelhagem ¢ é&sses resultados guiam e orientam os trabalhog
de desinfecgio e regulacio da pastenrizacido. Pelo método rotineiro
das diluicdes, comumente adotado, obteriamos sempre a cada medida
higiénica indicada, um inexpresgive resultado: coliformes posgitivos
em 5 tubos e 0,1 ml. E bem verdade que, dificilmente, na pratica
correnfe, chega-se a empregar o processo das superdiluicdes, pois
as medidag saneadoras costumam ser rapidas e de tal modo efetivag
que se fazem sentir imediatamente apds o resultado desfavorivel
que colocou o leite fora do padrioe. Com a utilizagio rotineira, desde
1950, do método das concentracdes crescentes, em o nosso laborato-
rio de eontrole sanitdrio do leite, na Cooperativa Central de Lati-
cinios, abrangendo pols wm decénio de observac¢les, ndc pudemos
deixar de consignar a exceléncia do processo na pratica corrente,
e, principalmente, quanto & sua finalidade profilatica. Pela orien-
tagdo gue adotamos, semeando o leite tipo C, em zérie de 21 tubos
am escala crescente — 0,1 -1 -2 -4 -6-8 .10 ml — |, com trés
tubos de fermentacio para cada valor, promovemos a fus@o har-
moniosa dos trés métodos: o gualitativo, da presenca presuntivo,
o quantitativo, que estabelece o mais provavel niimero, e o profila-
tico, das concentracdes crescentes, num verdadeiro “check-up” da
linha de pasteurizaciio. A leitura dos mais proviveis ntmeros, com
v emprégo de 3 tubos, pela utilizacio das semeaduras de 0,1 — 1 e
10 ml, contidas naquela série, é interpretada por tabela espeeial,
correspondente, gue passamos a lranserever:
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TABLE 21c—TABLE OF MOST PROBABLE NUMBERS (MPN)
PER 100 MI. OF SAMPLE

Using 3 Tubes
With 19, and 0.1 ml Volhunes

No. of positive tubes & No. of positive tubes

in dilations MPN per in dilutions MPN per

10 mL L Iml | 81ml Wmi [ ITml |6l mL

i i i H
0 0 0 2 0 0 9.1
0 4 i 3 2 a H 14
0 0 2 o] 2 g 2 20
0 0 3 ) @ 0 3 26
0 1 0 3 2 1 ¢ 15
0 1 1 6.1 2 1 i 20
G 1 2 9.2 2 i 2 27
G 1 3 i2 2 i 3 34
0 2 0 6.2 2 2 ¢ 21
H] 2 1 9.3 2 2 1 28
0 2 2 12 2 2 4 35
\} 2 3 146 2 2 3 42
0 3 0 9.4 2 3 ¢ 29
0 3 1 i3 2 3 1 36
0 3 2 15 2 3 2 44
0 3 3 19 i 3 3 53
i 0 g 386 3 ¢ 0 23
i 0 1 7.2 3 0 1 39
1 0 2 11 3 @ 2 64
i ¢ 3 15 3 0 3 95
i 1 G 7.3 3 1 G 43
1 1 i 11 3 1 1 5
1 1 2 15 3 1 P 120
1 1 3 19 2 ! 1 3 160
1 2 g 11 3 2 0 93
i 2 1 15 3 2 1 150
1 2 2 20 3 2 2 210
1 2 3 24 3 2 3 280
1 3 & 15 3 3 G 240
1 3 1 20 3 3 i 460
1 3 2 24 3 3 2 1100
1 3 3 28

TABELA N2 2 — Tabela dos mais provaveis ntumeros (M.P.N.}, de coliformaes,
em 160 mi da amostra, usando 3 fthos (Stand, Meth, exam. water..., 1956,

Como ficou consignado, perfazemos entiio, uma série de 21 tubos
utilizando 3 tubog para cada volume semeado e estabelecendo o
resultado pela leitura da parcela maior & menor.

0 24 Bfb— 6 4 2 Z e (] e

,
_ O teto de seguranca no caso, é o de 4 ml e a margem de 0,1 a
4 ml.  As vézes, entrefanto, podem surgir situactes aparentemente
incongruentes, como a que vamos apresentar:

Wi+ 84— f——— 4 2 I — e 1
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Fazemos a leltura estabelecendo em 2 ml o teto de seguranca,
pois, de actrdo com o critério do préprio “Standard Methods”,
gquando duas ou mais amostras sho comparadas, a que melhor indiea
a estimativa microbiana, possivelmente também serd a que mais
bactérias contém. Transportando o raciocinio para o caso presente,
o tubo contendo 6 ml de leite falhou na sua aclo de vigildnecia, pela
irregular distribuicdo dos coliformes, embora contendo uma parcela
maior do material semeado. N#o se pode, entretanto, negar, em
eomparacio com ésse resultado negativo, que o tubo seguinte —
4 ml — gaseificou-se porque havia, presuniivamente, presenca de
colifermes. Para determinar, nos exemplog apontados, o mais pro-
vavel ndmero de coliformes, procuramoes nos valer da tabela eorres-
pondente, lembrando gue, se os trés tubos contendo 10 ml! haviam-
se positivado, og demals se mosiraram negatives tanto para 1 como
para 0,1 ml (3/8, 0/3, 0/8). Encontramos, como resultante, o
M.P.N. de 23 coliformes por 100 ml ou sejam 2,3 por 1,0 ml

Com a utilizacdo de B tubes, em circunstiancias semelhantes,
igto &, 5 tubos positivos para 10 ml e os demais negativos, verifica-
mosg, na tabela adequada, que o nimero encontrado é o mesmo. A
identidade de valores entre as duas verificacdes, no entanto, como
facilmente pode ser verificado pela comparacio dos dados das tabe-
las do M.P.N., usande 2 ¢ 5 tubos, nem sempre é absoluta, sendo
mais ecomum obterem-se resultados aproximados, embora hastante
coerentes (ver tabela n® 1 e 2).

Enftretanto, ao expor ¢ método por nds idealizado, encontramos
muitas vézes a argumentacio de que a prova é excessivamente dis-
pendiosa, por se valer de 21 tubos e que com 9 tubos de fermen-
tacio (M.P.N. usando 8 tubos para cada volume semeado), ou
mesmo 15 tubos (M.P.N. usando 5 tubos), pode-se realizar ope-’
racio semelhante, de cardter igualmente profilatico, baseado no
aumento numérico progressivo dos ecoliformes. Realmente, & pri-
meira vista a argumentacfio é poderoga, mas, pela longa pratica
adquirida a respeito, sabemos gue o método do M.P.N. também
dotado de elarividénecia, nem sempre conseguiu detectar, com pre-
cisfio, as situacbes andmalas ocorridas, acusadas exclusivamente pelo
processo das coneentracdes crescentes. Documentaremos a afirma-
tiva com fato ocorrido na seccdo de tangues-estogues da Cooperativa
Central de Laticinios. Como rotina de laboratério, colhemos e se-
meamos amostras do leife cru, pasteurizado, dos tanques, e, no
engarrafamento, com resultados coerentes em gituacdes normais.
Enfretanto, certa ocasifo, ao examinarmos fanques-estogues, cbser-



144 BEvISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

vamos um resultado divergente: sele tanqgues isotérmieos, em média,
apresentando os seguintes dados:

oo B B 4 e 2 e Lo D emnem e
{M.P.N. igual 2 23 coliformes em 100 mi).

Porém, ja para o oitave recipiente da série, recebendo o mesmo
leite pasteurizado, a resposia coliforme fol bem diferente, deno-
tando evidéncia de contaminacio no local.

Wb B 8 e 2 JESUUEN (AU § 1 QR —
{(M.P.N. igual a 23 coliformes em 100 mi),

N

Com os valores apresentados a luz da tabela do B.P.N., en-
conframos o mesmo e inexpressive indice numérico - 23 coliformes
-, sem evidenciar o ocorrido, o que vem demonstrar gne entre 10
e 1, ou 0,1 ml, existe um intervalo silencieso muito grande, s6 fun.
cionando ativamente o processo do M.P.N. quando os coliformes
j4 estfo positivando 1,0 m! ou 0,1 mi, o que também retira o leite
do padrio exigido. Para malor exatidéo da pesquisa do M.P.N,,
procuramos também semear os valores 10 - 1 e 0,1 ml em 5 tubos
de fermeniacdo encontrando igualmente o indice 23 (5/5 - 0/5 -
/B8), para toéda a série de tanques. Persistindo a anomalia apre-
sentads, durante tdda uma semana de exames, e ainda mais, havende
nitide ploramento da situaclo pela retracfo, cada vez malor, da
margem de seguranca, que rapidamente se aproximava dos valores
1 e 0,1 ml, procuramos estabelecer, ne sefor apontade (tangue R},
uma zclo saneadora enérgica, controlendo a eficiéneia da higieni-
zagdo local, pelo artificlo da semeadura de dgua esterilizada, derra-
mada como teste nas paredes do fangue o que resultou negativo
pars presenca de coliforme, mesmo nos volumes de 10 ml.  Entre-
tanto, apssar da exeeléncla da sanitarizacfo efefuada, a situacio
perdarava, denunciada, firmemente, psla escala das concentracdes
creseentes sobh o siléncio das ouirag provas colimétricas, Confindos,
entretanio, na indicagio do nosso método, intensificamos a vigilineia
sobre o setor afetado, e, numa pormenorizada inspecio local, pene-
tramos no interior do proprin tangue, um espacoso recipiente conico
horizontal. E, finalmente, detectamos a incorrecio, pela presenca,
tedricamente impossivel, de uma gdia de leite naquela imensidéo
higienizada. Surgia lentamente do corpo cilindrico do eixo susten-
tador da hélice de homogeinizacfio, colocado na parte central do
tanque {ver fig. n® 1). Retirada, tornava insistentemente a se
formar, mostrando provir da parte 6ca daguela haste. Estava re-
solvida a questio. Desmontada a pega, verificou-se a existéncia de
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discreta efraciio longitudinal gue permitia a progressfo ascencional
do leite, dentro do extenso eixo &co, obedecendo ac principio dos
vasog comunicantes e que, ao se coagular, formava um conglomerado
cageoso, funcionando como “inoculum” para o leite do dia seguinte,
pela dispersfio através dos movimentos rofativos da haste. O mal
foi prontamente sanado e, no mesmo dis, gracas a8 provas de con-
centracles crescentes, todos os tanques se harmonizaram na estan-
dartizagio guase gque
perfeita dos resultades
obtidos,

fgualmente, no se-
tor da pasteurizacio,
graves anomalias tém
sido detectadas e eorri-
gidas, pelo método aci-
ma referido. De fato,
a0 examinar o leite
pagteurizado, de habito,
colhemos amosira, no
setor frio, momentos
antes do produto ge en. Fig. 1 — Corie esguematico de um ta.nqu_e_uesto-

. gue, mosirando o eixo central ¢ & hélice
caminhar aos fanques- homogeneizadora do leite,
-estogues.

Porém, se os resultados obtidos forem fugindo do esquema
conhecido, pela retracfo progressiva da margem de seguranga, de-
vemos ent@ic segmentar o exame efetuado, passando também a in-
vestigacfo topografica do proéprio aparelho pasteurizador, que nos
métodos réapidos, em placas, possul vérias seccles, nas quais se
nrocessam operacles distintas, sempre em civeuito fechado: rectpe-
raclo, filtraclio, retardamento e refrigeracfo. Vejamos, para cla-
reza de raciocinio, esquemalicamente, eomo se processa a pasteuri-
zacho, num aparelho em placas, tipo A.P.V ., dotado de duasg seccdey
de recuperacio e com a capacidade horiria de 15 mil litros (ver
fig. 2 e 3). O leite eru, penetrando no aparelho em sentido eon-
tréario ao leite guente, pasteurizado, que sai demandando & secefio
de refrigeracdo, perde frio e ganha calor, em uma operacéo de dupla
troca, no chamado setor de recuperacic e, filtrado, dirige-se ao
tangue de equilibrio onde, bombeado, vai s placas de aguecimento
e daf ao retardador (15-20 sepundos a 75°), onde se encerra a
operacio quenie que constitul a pasteurizacfio propriamente dita,
Désse trajeto em diante, i& pasteurizado, vai perdendo calor, conira
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a corrente do leite cru que entra, e, finalmente, refrigerado no getor
frio (4-5% (), & recolhids nos tanques isotérmicos e estocadsn. No
aparelho pasteurizader, uma queda brusca acidental da temperatura
do beneficiaments (abaizo de 73° C), ple, instantdneamente, em
acdo um mecanismo de alarme, com refrocesso automitico da cor-
rente ldetea, através do fechamento da valvula de seguranca, situada
no final do retardamento e que impede o fluxo do leite subpasteu-

Pig. 2 — Aspecto parcial dos aparelhos A.P.V., de placas, da Cooperativa
Central de Laticinios.

rizado, ao fanque-estogue e desvia o seu curso para o tangue de
equilibrio (ver no esquema gréfico), de onde o leite passa ao retap-
dador e novamente ao tangue de equilibrio, em cireuito interno,
fechado, sem possibilidade de ir ac estoque, até restauracdo da nor-
malidade funcional do aparelho. Para a execucio de um exame
segmentar devemos, pois, colhér amostra nas segpuintes sifuacfes:
a) no fim do retardamento, isto &, logo apds ter o produto recebido
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todo o beneficio caldrico necessario; b) na primeira seccio de
recuperacdo; ¢) na segunda secclo de recuperacdo; d) e na parte
final, apts o resfriamento, momentos antes de ir o leite & estocagem.

Um resultade indevido no retardamento delata desajustamento

do bindmio tempo-temperatura; se na primeira ou na segunda re-
cuperacho, acuga perfuractes cu mau ajustamento das placas, o que

DADRONIZAZAD ¢

LEITE CRU

CLLRD e HEFRIGERACTRD

N

Fig. 3 - Fluxcgrama representative do circuito do leite no
nterior de mm apareihe pasteurizador, de placas, dotads de
duas seccles de recuperacio.

permitird, além do interedmbio calorico necessdrio, trocas indevidas
entre o leite cru altamente microbiano e o produto ji& beneficiado.
Naturalmente, deve-se, antes de mais nada, excluir a possibilidade
da recontaminacio do produte, por falla de higienizacdo da maqui-
‘naria o que se faz ficilmente, pela promoc¢io de uma acurada sani-
tarizacfo, controlada pela semeadura da dgua quente (85-90° C),
que eircula no aparetho momentos antes de se iniciarem os trabalhos
de pasteurizacio e colhida na Gitima seecclio, onde a temperatura é
menor (80-85° C). A leitura desta temperatura faz-se no terméd-
metro colocado na secclo de salmoura — secclio fria. £ evidente
que esta &gua, para apresentar resultado satisfatorio, nfdo devera
conter coliformes. Acompanharemos o raciocinio feito, com a trans-
cricio do resultado de exame segmentar efetvado em condigdes de
fancionamento normal do aparelho (ver grafico).
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i

Tielte eru tetardamento 1.2 Recupe- 2.+ Eeeupe-
15 milhdes col/mi 316,080 col./ml racio ragio 12,000 col./ml

Colif. + 1 X% 1060.000

e

Colif, -+ 1 % 1 mith&o i _________
Colif, — 1 % 19 milhoes § - — — N _
4 _________ P P
2 - R — —— S —
g I At I At}
Peroxidase -+++ 91— —_— e ; R

(M.P.IN. = 3,8 coliformes por 100 ml)

Como se pode verificar pelo esguema grafico obtido, mantemos,
gragag a umsa elevada margem de seguranca, um feto de 8 mi, bem
superior ao limife exigide pelos dispositives legais (0,1 mi). Em
caso de surglr uma intercorréncis, como a do aparecimento de per-
furaches nas placas situadas, por exemplo, na segunda rscuperacho,
a margem de seguranca comeca pPouco & pouco a se retralr, apro-
ximando-ge da diluicBo 0,1 m! e uma linha grafica tracada, tendo
comeo base o valor do teto de seguranea, sofreria acentuada queda,
a partir déste setor afetado.

Leite ern Retardamenta 1.2 Recupe- 2.% Recupa- Frio
15 milkfes col./ml 10,000 eol /m? ragdo raciic 15.000 col./ml

Colif, -+ 1 % 108.008 R 4o 4 8
Colif. 4 1 x 1 milhdc
Colif, — 1 X 10 mithbes

Peroxidase +4--4
(MPN, = 2§ col. em 160 mD (MLPN. == 23 col. em 100 ml)

Em caso de agravamento da anormalidade verificada obteremos
os seguinies resuliados:

f.eite ern Hetardamento 1.* Recupe~ 2.7 Reenpe- Frio
15 mithdes col/ml 19.080 col./mi ragho ragio 168,000 col./ml
Colif, + 1 X 100,000 10 4 - : ¢
Colif. + 1 x 1 milhdo § o
Colif, — 1 X 10 milhbes 6 ——— §
4 e

Peroxidase 4+ 01 ——— |
(M.P.N. = 38 col. em 100 md {(M.P.N. = 150 col. em 100 ml}

Ag perfuractes surgidas nas placas podem ser dnicas ocu mul-
tiplas, macroscépieas ou invisiveis a oiho desarmado, e, neste caso,
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o acérto das providéncias adotadas poderd ser controlado pely eleva-
cfo gradual do teto de seguranca, apreciado pelo processo das con-
centracoes crescentes, & que pela avaliacio do M.P.N., o indice
permanece inexpressivamente o mesmo, desde que deixem de se po-
sitivar os valores 1 e 0,1 ml. £ de se notar que, na maloriz dos
casos, a nlo ser guando as perfuracdes foram muito grandes, a prova
da fosfatase permaneceu negativa, nfo acusando & presenca anor-
mal, indectetads, do leite eru.

Tendo observado nos exames rotineiros de laboratdrio, por ing-
meras vézes, o aparecimento de perfuracbes nas placas dos nossog
aparelhog A.P.V., causadas pelo desgaste originado na justaposicio
rigoroga das placas, pelas continuas operagdes de higienizacio e
ajustagem da maquinaris e corrosdes por causas diversas, nessas
circunstancias pudemos levar a efeito um egtudo comparativo entre
o valor da prova eolimétrica, fosfatagimétrica e a da contagem glo-
hal. Segundo eritéric conhecido, sabe-se que o teste para a fosfa-
tase ¢ capaz de indicar a presenca minima de 1 ml de leite cru
misturado em cada litro do produto beneficiado {HamMMER & col,
1957; Burcwarnp, 1939; Hauw & col, 1939; Lorrs, 1944).

No caso visto, do encontro de perfuracdes na segunda seccio
de recuperacio com presenca de coliformes em 0,1 ml e negatividade
fosfatasimétrica, & evidenie que o leite cru associado estaria agindo
como “incculum” bacteriano mas ndo como “inoculum™ fosfatisico,
pelo menos em quantidade detectdvel. Tal fato vem demonstrar,
sem davida alguma, a maior aeuidade da prova da pesquisa dos
coliformes que aponfou a origem da avomalia gendo o teste da Tos-
fatase negativo, naturalmente por se encontrar o leite ¢ru migturado
no produto pasteurizado em parcelas menores do que 1 ml por mil,
que seria o limite da detectibilidade fosfatasimétrica. Sabemos,
desde Kay & Graham {CrCILia, 1956), e SCHARER (1938), que 96%
da fosfatase s@o inatives a 75° C no periodo de 15 segundos, e,
ainda, segundo ecritério mais recente, complietamente inativados
(Stand. meth. exam. dairy prod., 1853; Rocick, 1958). TFazendo
um racioeinio paralelo ao j& visto, podemos, sem dificuldade, chegar
a conclusfo de que, nos desvios ligeiros da pasteurizacfo, o leite
imperfeitamente beneficiado poderd funcionar comoe se fHszse leite
cru passado em parceiag minimas, indectetavel por meios fosfatagi-
métricos mas evidencidvel pela prova mais sensivel dos coliformes.
Tal fato ja fol por nds observado e costuma suceder principaimente



1606 REVISTA pO INSTITUTO ABOLFO Lirz

quande hi variacic na duraciio do tempe de retardamento, pois a
temperatura da pasteurizacio é de facil conirdle através da leitura
do tracado termografico ou do fermémetre aferido, gituado na parte
terminal do retardamento: fsie & um azspects da guestfio que deve
ser bem examinado, pols, se aceito, vird modificar o critério classico
de que o teste da fosfatase é indice de boa pasteurizaciio e a prova
para coliformes, afirmativa de posteriores recontaminacfes. Pelo
novo critério a se adotar, além da prova da fosfatase, e, melhor
do que ela, o teste de coliformes indicaria a rorrecéo da pasteurizacio
efetuada. Quando negativo no retardamente, sua posterior positi-
vidade seria entfio indice de reconfaminaclo, quer por imperfeita
higienizacio da macguinaria ou pela mal ajusiagem ou existéneia
de perfuracles nas placas, nas secces de recuperacfo, o que indi-
retamente corresponderia, até certo ponto, a uma subpasteurizacio
do produto. Voltando & guest@o da presencs de perfuracdes, nas
placas recuperadoras, parsz avaliarmos a quantidade do leite cru
gue vinha de mistura com o leite pasteurizado, retirando-o do padrio
colimétrico, sabendo pela prova da fosfatase negativa, gue era me-
nor do que 1 ml por mil, idealizamos ¢ geguinte recurso experimen-
ial: colhemos o leite emn duas gituacdes diversas, na secclio guente
(refardamento), e na 2.7 sezclo de recuperacio, semeamos e obtive-
mos em funcdo das zolugdes de continuidade existentes nas plaecas,
para o mesmo produto beneficiado, dois resultados diferentes guanto
4 expressfo coliforme, aproximados quante 4 contagem glohal e
idénticos pelo método da fosfatase.

Leite do Leite da
Leite cru refardamento 2.3 seccio de
15 milhdzs col/ml recuperagéo
4 000 col/ml 10.000 col./ml
Colif. - 1 » 100.000 10 4o —— W e
Colif, 4+ 1 w 1 mithao B e o e : A
Colif. — 1 x 10 miihdes B o b L
G LI
2 e e A
1o 14—
Perexidase 4+ 4 + 0,0 o 61 4+ - —
Peroxidase 1 4 Peroxidase 4 -
Fosfalase: ausénels de Fogfatase: idem
coloracio
M.P.N. = 3,6 colif. em M.P.N. - 210 colif, em
106 ml 200 ml

De posse désses dados, coletamos ainda no retardamento, oite
litros de leite corretamente pasteurizado, semeando-os com guanti-
dades crescentes de lei ecru - 0,01 -0,05-01-03-05-0,7-1,¢e
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2 ml — isto &, parcelas Infra e suprafosfatasimétricas, tentando

reproduzir, no laboratério, a anomalia verificada no aparelho pas-

teurizador, Obtivemos, pela semeadura do materizl:
LEITE CCLHIDO NO RETARDAMENTO .. LEITE CRU
Leite e Retard. +H3,01 4005 +0,1 0,8 05 07 +1 +2
15 milh&es col./ml 4.000 eol./ml  3.000 5580 11.000 .15.000 20,080 28.000 50000 90.000
Colif. + 1 X 100.000 b T -k I T R A A A A T I
Celif. * 1 % 1 mithio I T I T T o i S A e N A At A A S Ay
Celif. — 1 X 10 milhdies 6 == 4w b b bbb F 4 b+ A f F 4
F Rt R T A A A N A T T E U R v
D R A T A B R e T s
A e T S S A A A T S M A S e I
O R e A A S O T
. . M.PH, X
M.PN. = 8,6 colif por = 150 {M.P.N. = b de 1190 coliformes por
108 mi col. por L 106 mi
. 199 ml

malks

ausdncla de ecloraciio azul
de 1

Menos CLG

Peroxidage 44
i 1 U8,

ot mals

Enguanto a contagem global pouco se modificava, mostrando,
pela sua relativa inédrela, uma pequena sensibilidade, o feste para
coliformes acusou, seguramente, desde a parcela minima de 6,01 ml
do leite cru inoculado, pela pesitivaclo dos valeoves da escala das
concentracbes crescentes, a contaminacic por nds provocada,

Com a semeadura de 0,1 mi do lelie cru, conseguimos reproduzir,
no laboratorio, & mesma condicfio criada no aparetho A.P.V., na
sua segunda secclio de recuperagio, pela presenca anémala das per-
furacfes nas placas de ago inoxidivel. Entfo chegamos & conclusio
de que, tedricamente, a passagem do leite ¢ru contaminante estava
ge fazendeo na ordem de 9,1 ml por mil de leite pasteurizado. Desde
gue a prova da fostafase sdmente conseguin detectar o leite crn
quando da mistura de 0,58, 0,7 e 1 ml, e mesmo assim pela eviden-
ciagho discreta de uma delicada nuanca azulada, menor de gue 1
unidade Scharer, chegamos & conclusfio de que o teste para eolifor-
mes & possivelmente cinco vézes mals sensivel do que o da fosfatase,
na evidenciacio da presenca do leite cru, e, porgue ndo dizer, na
evidenciacio das subpasteurizaces, Na prova por nds levada a
efeito, haviames procurado contaminar o leife pasteurizado por
guantidades crescentes de leite eru da boa procedéncia e, portanto,
de teor coliforme e bacieriano global, relativamenie pegueno. No
intuito de saber o que aconteceria no easo da passagem através das
perfuracfes das placas recuperadoras, de lsite cru altamente micro-
biano, econtaminando decisivamente o produto bensficiado, resolve-
mos repetir o mesmo artificio de téenica, utilizando porém, como
“inoculum”, leite cru conhecidamente poluide.
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Os resuliados, coerentemente, foram os seguintes:

LEITE DO RETARDAMENTO .. LEITE CRU

Teite cra Retard, #0491 20,06 401 403 FES 40T 41 +2
70 milhdes eol /1ol 5.000 col./mi 11.000 15.000 18.000 26.0060 25000 32000 T0.000 126.000
Colif, + 1 X 100.000 10 ¢+ —— hEF b A+ A F E kA R b+
Colif, + 1 X 1 milhéo I T SE A o S S A S e o S T S S S S S N N
Colif. — 1 ¥ 16 milhdes L 2 Uk S O S S S I S S I S S
Colif, — 1 X 108 milhdes 4 ——=— + 4+ +dbd ++4 Fbd FE4 Fbd 4
IR T O T U SR e S A R A S S A 2 N S I
I R R A T S A0 S A A A S T R O S
L e i 2 . e S S ol S e o e e SR e e S i e S S o

MPN =
{3,6 eolil. { M. PN, = mais de 1.100 eoii’ormes por 100 ml

por 100 mi
. mais p mais
Poroxidase ++ { Foslatase: anséneia de coloragfo azul { ;n%m: de {de 1 i de 2
L o .8, U.s.

A eontaminacio fol dez ou mais vézes intensa, apontada pela
presenga de coliformes mesmo em 0,1 ml do leite inouneulado, com

a parcela minima de 0,01 ml do produto em estado de eru. A con-
tagem glohal, entretanto, pouco se modificou, ficando absolutamente

dentro do padrio legal exigido, sendo o resultade fosfatasiméirico
naturalmente o mesmo, afastando-ge ainda mais, pelo eritério da
sensibilidade, o tegte para coliforme daquelss duas provas. A me-
Ihor explicacio que podemos oferecer para a disparidade de resul-
tados entre os festes para coliformes e a prova da contagem global
¢ a de que a verificacfo colimétrica é processo t8o zeletivo que per-
mite a deteccio déstes microrganismos meamo guando se consiituem
uma pequena percentagem da flora fotal. De fato, é comum na
préatica corrente, encontrarmos resultados semelhantes ao verificado,
isto é um produto beneficiado, apresentando coliformes presentes
até em 0,1 ml mas com haixa contagem global e prova de fosfatase
negativa. E aqui abrimog um paréntese pars dizer o gue enten-
demos por negatividade fosfatagimétrica.

Para o leite fervido (contrdle negative), nfo se evidencia, na
coluna liquida do alcool butilico utilizado como extrator do indofenol
azul, coloracic alguma (prova negativa). Para o leite cru, obte-
riamos uma intensa coloraciio azul (contrdle positive). Para o leife
ou creme corretamente pasteurizados, comercialmente ou para maior
seguranca da afirmativa, pasteurizados em laboratério, nfo se evi-
dencia coloracio alguma ou no maximo ligeira nuanca, e as amostras
serfio classificadas como prépria ou impropriamente pasteurizadas
se a coloraclio presente fér menor, igual ou maior do que 1 unidade
do teste padrdo (1 U.3.) (Appled Res, Inst., 1958). Um resultado
negativo, nessag condicdes, podera, entretanto, tambeém indicar que
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a amostra tem menos atividade fosfatisica que a sensibilidade para
a qual o teste fol idealizado. Entretanto, muitos estudiosos do
assunto admitern um eritério diferente, comn indice de pasteurizacio
corveta 8 presenca de coloracfo até um limite igual ou inferior a 2
unidades do padrio (Burgward, 1939; Lores, 1%44; CrOILiA,
1956}, Na figura n.° 4 eatfo representadas, numa série de tubos,
as diversas gradaces colorimétricas encontradas na pesquisa fosfa-
tasiméiriza pelo método répido de ScHarRErR (1938). Da esquerds
para & diveita, os trés primeiros tubos contendo respectivamente,
leite fervido, pasteurizade comerciaimente. (A.P.V.), e pasteuri-
zado em laboratério, ndc evidenciaram coloracBo alguma. O tubo
seguinte, contendo leite devidamente pasteurizado associado a 0,7
por mil de leite cru, jA acusa uma muito sutil nuanca azulada, menor
do que 1 unidade do padrfio. Os tubos subsegiientes, contendo, res-
pectivamente, leite cru adicionado ao leite pasteurizado na proporelo
de 1 e 2 ml por mil, j4 evidenciam, respectivamente, coloracio maior
do que 1 e 2 unidades, A seguir o padrdo colorido n.° 5: um dos
indices de leite mal pasteurizado e o tubo de cdr azul intensa, cor-

Pig. ¢ — Bateria de tubos ubilizados no processo da determi-
nacfio colorimétrica da fosfatase, pelo mébodo rdpido de Scharer.

respondente ao leite cru. A orientaclo que adoltamos ¢ a mesma
do “Applied Research Institute”, de Nova York, produter dos reaii-
vos para a delerminaclo rapida fosfatasimétrica. Quants & preci-
sdo désse método, trabalhos diversos, e entre &les oz de BURGWALD
(1939) e o de Lores (1944), indicam correr parelhas com o processo
lento ou com a prova de Kay e Graham.
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Como recomendaglo fundamental para a boa realizacio da prova
rapida de Scharer, devemos lembrar, entre outras medidag, o aque-
cimento prévio, em hanhe-maria (37-38° (), dos tubos contendo a
mistura da soluggo PHOS-PHAX (5 ml) e do leite a ser testado
(0,5 ml), posteriormente ineubados a 37° C, numa estufa cultora,
durante periodo de 20 a 30 minutos. Removidos da estufa, adicio-
namog, a cada unidade, 6 gotas da solucfo INDO-PHAX (C.Q.C.),
homogeinizamos e aguardamos 5 a 10 minutos antes de realizar a
leitura, diretamente ou pels exiracfio do indofenol azul. Providén-
cia também fundamental & a repassagem em agua destilada, dos
tubos e das pipetas wtilizadas no processo, evitando assim a inter-
feréneia falseadora dos alcalines utilizados na higienizacio do

material,

As solugfes reativas, INDO-PHAX e principalmente a PHOS-
PHAS, devem ser de preparaciio recenie e se estocadas, aconselha-ge
conservi-las no congelador. Pelo que ficou descrito, utilizando
como padrdo-teste o tubo de 1 U.S., guer nos parecer que, se pelo
¢ritério eolorimétrico, quantidade igual a 1 ml ®/y de leite cru é
capaz de produzir visivel coloracio azul, parcelas menores podem,
entretanto, se evidenciar pela elaboracio de delicada nuanca azulada,
mals atenuada do que aquéle valor limite estabeleeido.

OBSERVACQCOES DE ORDEM GERAL

a) — Na utilizacfico do processo das concentracdes ecrescentes
& oportunc lembrar gue, em relacdo as semeaduras, seguimos a
orientacao dos “Siandard Methods” (Stand. meth. exam. dairy prod,,
1953; Stand. meth. exam. water. .., 1955}, isto é, utilizamo-nos de
10 ml do meio bile-lactose-verde brilhante para as parcelas de 0,1
a 4 ml do leite e 20 m! daquele meio de cultura para volumes maiores
de 6 a 10 ou mais ml

b} ~— No caso visto, da presenca de perfuracBes nas placas
da segunda seccho de recuperacho, para normalizacio da situacio,
efetuamos a exclusdo zeletiva das placag danificadas pela utilizacéo
dos seguintes proceszos. Pela gimples coloeacfo, em cdmara escura,
da placa suspeita contra um foco luminoso. Pela pincelagem de
uma das faces da plaea, com liguido adesivo associado & fenolftaleins,
e da outra face, com solucio de hidrdéxido de sddio. O aparecimente
de pontilthado rdseo seria indicacfio colorimeirica da presenca da so-
Iucdo de continuidade. Entretanto, essa prova ndo & de grande sen-
sibilidade, uma vez que o leite, no interior do aparelho, circula entre
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as placas, sob pressdo, e ndo nos foi possivel, evidentemente, repro-
duzir tal fato com a solucfio alcaling utilizada. Apds a exclusio
das placas perfuradas, eontinuamos, eniretanto, a observar ndices
ingatisgfatorios para as amostras de leite colhidas nagquela secclo de
recuperagio, como possivel evidéneia da presenca de microperfura-
coes em oufras placas.

Como prova e contraprova da nossa hipdtese, lancamos méio de
um artificio de téeniea, efetuamos monobloco, uma operacio de dupla
troca, entre a8 placas da segunda recuperacdo dos nossos dois apa-
rethos pasteurizadores, e, de fato, o maun resultade acompanhou o
grupo de placas suspeitas, entrando o aparelho que, anteriormente,
apresentava a incorrecfio, em abscluta regularidade funcional.

Na verdade, existem atualments, rigorosos processos electrdni-
cos capazes de acusar diferencas minimas na espesaura das placas
ou presenca de microcavidades e efracdes na sua estrutura metilica.

¢) — I8 como consideragio final, seria interessante o emprégo
do método das concentracdes crescentes para um estudo comparativo
da eficiéncia dos diversos aparelhos pasteurizadores existentes nos
principais estabelecimentos de laticinios do Estado de S8o IPaule.

RESUMO

Apdg ligeiras consideraches iniciais, sébre o emprégo da pas-
teurizaciio do leite, faz o autor um estudo comparative entre os
métodog colimétricos empregados na rotina dos laboratérios de con-
tréle sanitario do leite e o processo colimétrico da conecentraclo
crescente. Tendo em vista gue a pesquisza da presenca presuntiva
dos coliformes apenas registrz 2z situaciio atual da flora do leite,
portanto guande o leite pasteurizado j& se encontra contaminado,
as providéncias decorrenfes seriam sempre efefuadas visando o leite
do dia seguinte. Procuroun elsborar entfio um processo que permi-
tisse a previsdo dos resultadoy de maneira a entreter o produto
dentro dos padrdes legais ou mesmo com uma apreciavel margem
de seguranca. Para tanto, sabendo que para o leite tipo C, o regu-
lamento federal exige negatividade coliforme em 0,1 ml, semeou o

yoduto em concentractes crescentes — 0,1 -1, -2, - 4, -6, - 8, - 10
ml — numa série de 21 tubos de fermentacio (bile-lactoze-verde bri-
thante), com 3 tobes para cada parcela do leile. Oblida a positi-
vidade, por exemplo, no fubo de 10 ml, o tefo de seguranca estaria
na alfura do tubo de 8 ml, sendo as gemeadaras 0,1 -1, -2, -4, -6, -
8, chamadas de margem de seguranca. A proporcio que o tefo vai
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baixando, diminuindo portanto a margem de seguranca, serfo in-
tensificados os trabalhos de regulagem e desinfecco da aparelha-
gem. Pelo método das concentragdes crescentes, as surpresas desa-
parecem e ¢ trabalho do beneficiamento do leite corre em seguranca,
na previsdo estudada dos resultados futures. Pela utilizacio do
proceszo da verificacio dos mals provévels nimeros (M.P.N.),
utilizando 3 tubos e trés volumes diferentes w 0,1 ~ 1, « 10 ml —
contidos na série dog 21 tubos de fermentacio da prova da concen-
tracdo crescente, wverificou-se gue, quando havia posifividade do
volume 10 ml, 86 poderiamos ter nova indicacfo da evolucfo da
anomalia quando a positividade alcancasse 1 mil, o que representa
intervalo silencioso muito grande nessa prova. Tal fato vem mos-
trar a superioridade do processo da semeadura em concentracdes
crescentes na previsfo das irregularidades mna linha de beneficia-
menio do leite. Em rela¢fio ac aparecimento de perfuracdes nas
placag, no setor de recuperacgio, de aparethos AP.V., verificou o
autor gue, enquanto o leite do retardamento acusava um elevado
teto de seguranca (8 ml), j4 no setor de recuperacic os coliformes
se faziam prezentes em 0,1 ml  Baseado na negatividade da prova
de fosfatase, sabendo que a mesma nio detecta guantidades de leite
cru menores do que 1%/, supondo que a contaminacio era menor do
que 1%/4 ou 0,1%, realizou o aufor um ensalo experimental, capaz
de determinar o volume do leife eru que se misturava ac leite pas-
teurizado. Para isso ecolheu oito litros do leite pasteurizade, no
refardamento, e assnciou, a0 mesmo, guantidades erescentes do leite
erth ~ 3,01 ~ 0,38 -« 0,05 - 0,1 - 0,5 -0,7-1 e 2 ml — isto é, guanti-
dades infra e suprafozfatasiméiricas. E pelo emprégo do processo
das eoncentracles crescentes verificou que o leite pasteurizado do
retardamento, com telo de seguranca igual a & ml, passou a apre-
sentar indices cada wvez mals baixog até positividade em 0,1 ml
quando a parcela do leite cru incculada foi de 0,1 ml. Portanto,
coneluiu que a guantidade do leite eru que passou, no caso das per-
furagdes das placas e retirou o leite beneficiado do padrioe sanitdrio
exigido, era da ordem de 0,1 ml por mil. Tendo o leite cru, no
caso visto, funcionado como “inoculum” coliférmico mas nfo eomo
“inoculum” fosfatasico detectével, chegou o autor A conclusio de
que a prova para a verificacfio da presenca presuntiva de coliformes
¢ mais sensivel do que a prova da fosfatase na verificacio da recon-
taminacio por leite eru. Desde que a fosfatase é completamente
inativada pela pasteurizacio bem dirigida, fazende um raciocinio
paralelo, concluiu que, nos desvies ligeiros da paseurizacio, o leite,
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imperfeitamente beneficiado, poderia funcionar como leite cru pas-
sado em parcelas minimas, nfo detectado pela fosfatasimetria mas
evidenciado pelo teste para coliformes. Portanto, o teste para ecoli-
formes ja que se mostra tho zensivel, deverd, ao lado da prova pars
peaquisa de fosfatase, e falver melhor do que ela, ser utilizado na
verificacfo da eficiéncia da pasteurizacio, como, também, na deter-
minacéo das recontaminactes verificadas.

SUMMARY

After introductory remarks about the use of milk pasteuriza-
tion, the author performs a comparative study among the coli
counting methods employed as a routine in the laboratories of milk
sanitary control and the coli counting process of the increasing
concentration. Considering that the study of the presumptive pre-
sence of the eoliform organisms registers only the bacterial densities
of flora at the moment, when the pasteurized milk is already re-
contamined, the author states that the sanitization procedures would
always affect next day wmilk. Then the auihor experimented a
process that allowed a forecast of the results in order that the
produet could be maintained within the standard level and offering
even a certain safety margin, So, as the Federal Regulation de-
mands absence of coliform organisms in 0.1 ml, for milk classified
ag C type, the author performed inoculations in increasing concen-
trations - 0.1, 1, 2, 4, 6, 8, 10 mi or more. He built a series of
21 fermentation tubes, brilliant green-lactoge-bile broth, with 3 tubes
for each porlion of milk. When a positive result iz obiained, for
instance in the three last tubes (10 ml), the upper level of gafely
would be at 8 ml.  Inceulations of 0.1, 1, 2, 4, 6, 8 ml would he
called safety margin., Whenever the upper level decreases, dragging
with it the safety margin, the whole procedure of sanitization and
regulation of the equipment must be intensified. By the usage of
the increasing concentrations the factor surprise does net count,
and the operation iz safely executed, giving through the study of
the present data the picture of the future results. Through the
application of the method of the computation of the most probable
numbers {M.P.N,), using 3 tubes and 3 different volumes — 0.1,
1, 10 m! — pertaining to the series of 21 fermentation tubes the
author reached to some conclusions. He observed that when there
ig a positive result in 10 ml, a new indication could only be obtained
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when the positive result reached 1 ml. This gilent period in a test
is too large. This dizadvantage of the M.P.N. test shows the
superiority of the process of incculations in increasing concentra-
tions in forecagting the defects in pasteurization. In relation to
the presence of perforations in the plates, at the level of the Rege-
nerative Seection, in a AP.V. equipment, the author cbserved that
while the milk of the Tubular Helding System, showed a high upper
level (8 ml}, coliform organisms were pregent in 0.1 ml, even in
the Regenerative Section. The author knowing that the phospha-
tase test does not indicate the presence of raw milk in guantities
smaller than 1%/, he essayed an experimental work in order to
detect the volume of raw milk that was belng mixed with pasteu-
rized milk in the regenerative section. In this complementary fest
the author is able to calculate the volume of raw milk mixed to the
pasteurized one. For this porpose he selected 8 litres of pasteu-
rized milk obtained from the tubular holding system, and added to
them increasing quantities of raw milk — 0.01, 0.03, (.05, 0.01,
0.5, 9.7, 1 and 2 ml — that is quantities that are below and above
the detection power of the phosphatase test. Through the usage
of the ineressing concentrations process the suthor observed that
the pasteurized milk of the tubular holding system, with an upper
level of 8 ml, showed figures gradually lower until a positive result
in 0.1 ml — pasteurized milk plug 0.1 ml of raw milk. This all
happened when the inoculated volume of raw milk was 0.1 ml
Henee, he concluded that the volume of raw milk that passed through
the perforations of the plates presented a percentage of 0.1 ml /4.
The author explaing that in this ease, the raw milk acled as a
coliform “inoculum”, and not as a phosphatase inoculation that conld
be detected. After these coments he concludes that this fest used
for the detection of coliform organisms is more accurate than the
phosphatase test in observing the recontamination with raw milk.
Phosphatase is completely inactivated through a correct pasteuriza-
tion. Hence the author reaches to the conclusion thai when the
pasteurization presents light defects, the imperfectly treated milk
coud act ag raw milk passing in very small portions, undetected by
phosphatase test but indicated by the test for coliform organisms.
Conseguently, this last test being so exact should be 1zed ag & routine
procedure employed in checking the efficiency of pasteurization,
as well as the rate of detected recontamination.
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ERRATAS
PAG, 136
Onde se 18
“guantidades malores ce 0.1 e 10 mi”
Leia~-se
“guantidades maderes e 1 e 10 mb”
PAG. 142
Onde se I8
Using 3 Tubes
With 10, and 0,1 mi volumes
Lein-58
Using 3 Tubes
With 10, 1,0 and 4,3 volumss
PAG, 152
Oniie sg 18 Leig-se
Leite erut Loite arn
79 millides col/mi 70 mifades col./mi
Colif. 4. 1 3¢ 100,000 Colif. 4. 1 3 100,000
Colif. L 1 s 1 milhfo

Colif, -+ 1 x T milbdo
Colif, — 1w 160 milhdes
Colf. - 1 x 100 milhdes

Colif. + 1 x 10 mildes
Colif, — 1 w 100 milhdes




