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RESUMO 

Foi analisado o produto dos três laticínios que 
fornecem leite a população piracicabana, sob a designação de 
pasteurizado tipo C. 

Procedeu-se a analise bacteriológica de colifor¬ 
mes, de anaeróbios esporulados, bem como a prova da redutase 
microbiana. 

As amostras de leite examinadas revelaram esta­

do sanitário precário: as amostras 1 e 3 continham 1600 coli¬ 

formes por 100 ml da amostra (N.M.P.) e a amostra 2, 350 por 

100 ml. 

Quanto a presença da redutase microbiana a amos¬ 
tra 1 se classificou como ruim porque continha 20 milhões de 
células por ml, enquanto as amostras 2 e 3 como procedentes de 
leite bom, com 500 mil por ml, mas com a agravante de se apre­
sentar peptonizada em 24 horas. 

INTRODUÇÃO 

Prosseguindo o estudo da microbiologia de ali -
mentos por nos ja iniciado com o isolamento de bacterias de 
sorvetes produzidos em fabrica (JOLY, - ) , desejamos agora_ uma 
verificação do que ocorre com o leite fornecido a população de 
Piracicaba. 

0 leite não contem, a rigor, bacterias; e uma 
secreção glandular estéril, quando o animal não e portador de 
molestia. 

1 Entregue para publicação em 23/11/1970 
2 Departamento de Tecnologia Rural, E.S.A. "Luiz de Queiroz" 

USP - Piracicaba. 



Porem, sao numerosas as possibilidades para o 
leite adquirir microrganismos, desde o instante da ordenha ate 
o momento do consumo. 

Entre esses organismos assim considerados podem 
se citar aqueles cuja presença, apesar de inocua ao organismo 
humano, pode depreciar sua qualidade, quando em quantidade ele 
vada: tratando-se por outro lado de microrganismos de determi­
nados grupos, pode impugnar o leite ao consumo, pois denunciam 
a contaminação com materia fecal humana ou animal; em circuns­
tancias especiais, a eventual presença de bacterias patogeni -
cas coloca o produto completamente a margem de sua utilidade 
normal. 

Sendo o leite um alimento de primeira necessida 
de e ingerido diariamente pelo povo; e um meio de cultura assaz 
rico para a proliferação de bacterias, razao pela qual ha neces 
sidade de um certo controle para salvaguardar a saúde publica. 

0 leite que e fornecido a nossa população, sob 
a indicação de tipo C, e embalado em envolucro plástico adequa 
do, destinado ao imediato consumo, dispensando portanto qual­
quer medida de segurança como a fervura, tendo-se em vista que 
fora pasteurizado na usina. 

Limitamo-nos a analises um tanto restritas, por 
uma serie de razoes que nos coibem, pelo menos de início,a pes 
quisas que nos fornecessem informações mais amplas e completas. 

Prescindimos das analises bioquímicas porque o 
leite em apreço e pasteurizado e por isso jã privado de enzi­
mas tais como a redutase celular, peroxidase e propriedades co 
loidais (SARTORY, 1950). 

Dentre as provas estritamente bacteriológicas 
escolhemos apenas aquelas cujos resultados são mais concluden­
tes, tais como a pesquisa dos coliformes e a prova da redutase 
microbiana, por si suficientes para demonstrar as condições 
sanitarias do leite fornecido a população. 

A pesquisa dos coliformes e da redutase micro -
biana nos conduzem também a dados quantitativos (LIIÍA, 1945). 

Houvemos por bem realizar, com os anaerobicos 
esporulados, o mesmo procedimento feito com os coliformes,apoia 
dos nas seguintes razoes (SARTORY, 1950): os anaerobios sao 



muito abundantes em dejectos, constituindo sua presença, nas 
aguas, um índice seguro de contaminação e "ipso fato", quando 
presentes no leite. 

MATERIAL E IIETODOS 

Sao apenas tres os laticínios que fornecem a 
nossa cidade, distribuindo o leite pasteurizado tipo C, em re­
cipiente plástico. 

Foram adquiridas, em estabelecimentos comer -
ciais,as amostras utilizadas neste trabalho, porem, em embala­
gem original. 

Pesquisa dos Coliformes 

Foi usado o caldo lactosado, em tubos providos 
com campanula de Durham. 

Tres series de tubos foram inoculados, com 10, 
1 e 0,1 ml do inoculo, com 5 repetições, incubando-se a 379C , 
por 24 horas. 

Pesquisa dos Anaerobios Esporulados 
Foram inoculados tres series de tubos, com 10, 

1 e 0,1 lm do inoculo, com 5 repetições. 

A inoculaçao foi feita em caldo glicosado, fer­
vido no momento de usar, para exaustão do ar. 

0 inoculo foi mantido a 309C, por 10 minutos,pa 
ra eliminação das formas vegetativas. 

Apôs a inoculaçao, os tubos foram selados com 
parafina e incubados a 37?C, por 24 horas. 

Pesquisa da Redutase Microbiana 
Foram colocados 10 ml da amostra em tubo esté­

ril, adicionado de azul de metileno na proporção de 0,0005% e 
selados com vaselina liquida. 

Foram incubados a 379C, com observação apôs 20 
minutos, 2 horas e 5 horas, ate a redução completa do azul de 
metileno. 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Resultado do Teste para Coliformes 

Coliformes da Amostra 1 
Cinco tubos positivos cora 10 ml do inoculo 
Cinco tubos positivos com 1 ml do inoculo 
Quatro tubos positivos com 0,1 ml do inoculo 
Essa quantidade de tubos positivos equivale a 

1.600 bacterias por 100 ml da amostra. 

Coliformes da Amostra 2 
Cinco tubos positivos com 10 ml do inoculo 
Cinco tubos positivos com 1 ml do inoculo 
Ura tubo positivo com 0,1 ml do inoculo 
Este resultado equivale a 350 bacterias por 100 

ml da amostra. 

Coliformes da Amostra 3 
Cinco tubos positivos com 10 ml do inoculo 
Cinco tubos positivos com 1 ml do inoculo 
Quatro tubos positivos com 0,1 ml do inoculo 
Representam 1.600 bacterias por 100 ml da amostra. 

Resultados do Teste para Anaerobios Esporulados 

Anaerobios Esporulados da Amostra 1 
Um tubo positivo com 10 ml do inoculo 
Um tubo positivo com 0,1 ml do inoculo 
Representam 4 bacterias por 100 ml da amostra. 

Anaerobios Esporulados da Amostra 2 
Tres tubos positivos com 10 ml do inoculo 
Representam 8 bacterias por 100 ml da amostra. 

Anaerobios Esporulados da Amostra 3 
Um tubo positivo com 10 ml do inoculo 
Um tubo positivo com 1 ml do inoculo 
Isto representa 4 bacterias por 100 ml da amostra. 

Resultado da Prova de Redutase Microbiana 

Redutase da Amostra 1 
Redução completa do azul de metileno em 1 hora 
lían tem-se coagulado 

, A redução do azul de metileno nesse tempo,equi-
a P r e 8*nça de ate 20 milhSes de cSlulas por ml. 



Uma amostra assim pertence ao III grupo dessa 
tabela de classificação, ou seja, leite ruim (LIMA, 1945). 

Redutase da Amostra 2 
Nao reduz o azul de metileno. Porem, peptoniza 

o leite em 24 horas. 

A classificação dessa amostra esta no I grupo, 
ou seja, leite bom, com menos de 500 mil células por ml. 

Redutase da Amostra 3 
So reduz o azul de metileno apos 5 horas, com 

peptonização completa em 24 horas. 

Também esta amostra se coloca no grupo I, como 
leite bom, cora menos de 500 mil células por ml. 

As amostras analisadas pertencem ao tipo C. 

É evidente que o tipo C e aquele para o qual 
e permitido toda violação da escala estabelecida para o tipo B. 

Então, sao varias as causas que motivam a varia 
ção do grau sanitario, tais como as acomodações da leiteria, a 
qualidade da agua de seu suprimento, a desinfecçao dos utensí­
lios usados na mesma, o manuseio do leite e o descuido da saú­
de dos rebanhos e dos operarios. 

É necessário também que se considere que as 
normas bacteriológicas para o leite, sao adotadas diferentemen 
te, de acordo com os países em questão, nao sendo possível uma 
comparação rigorosa com os padrões estrangeiros. 

Entretanto, isso nao vem eliminar a necessidade 
de se atender ãs exigencias sanitarias. 

0 próprio fato da pasteurização do leite^e su­
ficiente para destruir a capacidade bactericida de que e dota­
do um leite cru, predispondo-o a contrair contaminação, mas se 
o leite e embalado em recipiente adequado na usina de origem , 
não hã razão para as contaminações verificadas. 

Os resultados registrados com tres series de tu 
bos e 5 repetições para a pesquisa dos coliformes e dos anaero 
bios esporulados nos permitem uma avaliação quantitativa de 
bacterias presentes, usando a tabela de "Standard Mehtods for 
the Examinations of Water and Sewage", 1946. 



Esta tabela, baseada na probabilidade, permite 
atribuir valores numéricos em função da serie geométrica das 
inoculaçoes feitas, segundo o que jã foi acima mencionado. 

Estes valores recebem a denominação de numero 
mais provável (N.M.P.) por 100 ml da amostra. 

Esta tabela ê usada pela "Saúde Publica dos EE. 
UU., para exame bacteriológico de ãgua. 

Dentro desse criterio podemos colocar nossa ana 
lise de leite. 

A amostra 1 e 3 apresentam igual numero de coli 
formes, ou seja, 1.600 bacterias por 100 ml da amostra. ~" 

0 mesmo acontece com os anaerobios; a amostra 
1 e 3 contem 4 bacterias por 100 ml da amostra. 

A amostra 2 difere das demais; apresenta 350 co 
liformes por 100 ml da amostra e 8 anaerobios por 100 ml da 
amostra. 

Se levássemos em conta apenas o numero de coli­
formes para julgar o grau de contaminação dessas 3 amostras,ha 
veríamos de inferir que a de numero 2 e a melhor, porque menos 
contaminada e as outras 2 em condição inferior. 

Entretanto, deve-se considerar o fato que os 
anaerobios revelam com mais segurança uma contaminação com ma­
teria fecal, enquanto os coliformes são organismos ubiquitãri-
os, resultando portanto que nem sempre sua presença assegura 
de modo absoluto a origem de detritos animais. 

Em abono a esta afirmação esta o fato que o nu­
mero de células encontradas numa ãgua e sempre menor em rela -
ção as de coliformes. 

Em suma, uma relação entre esses dois valores 
encontrados e que sintetiza a expressão da pesquisa. 

Essa relação se traduz pelo índice anaerobico , 
segundo uma convenção internacional, reportando-se a 1.000 co­
liformes (SARTORY, 1950). 

Isto posto nos conduz ao seguinte: 



amostra 1 e 3 I = — I x 1000 = 2,5 
1600 

amostra 2 I = — - x 1000 = 22,8 

350 

Portanto, a amostra 2 esta em piores condições, 

apesar de conter menor numero de coliformes. 

0 que esta em aparente desacordo são os resulta 
dos da redutase microbiana. 

Assim, a amostra 1 se classificou como leite 
ruim (LIMA, 1945), porque descora o azul de metileno em menos 
de 2 horas, com ate 20 milhões de bacterias por 100 ml e as 
amostras 2 e 3 se classificaram como procedentes de leite bom; 
nesse criterio, com 500 mil bacterias. 

Deve-se considerar que o fenômeno de descorar o 
azul de metileno e uma atribuição de bacterias do genero Stre£ 
tococcus, sendo uma informação a parte; realmente tem alto sig 
nifiçado pois um leite com tal contaminação pode ser impugnado 
com real razão, pois nesse genero esta o grupo enterococos, cu 
jo habitat e o intestino animal. 

0 que agrava a qualidade das amostra 2 e 3 em 
relação à redutase e o fato de peptonizar completamente a ca -
seína do leite em 24 horas. 

Este aspecto não e próprio nem dos Streptocoa -
cus e nem dos Lactobacillus, prenunciando portanto outro or­
ganismo presente. 

CONCLUSÕES 

A julgar pelo criterio de avaliação da qualida­
de pelo numero de coliformes, todas essas amostras estariam 
classificadas como "insatisfatórias11. 

Segundo o criterio da redutase microbiana, as 
amostras 2 e 3 seriam classificadas como procedentes de bom 
leite. 

Levando em consideração a relajao entre anaero­
bios e aerobios presente, as amostras 1 e 3 tem um índice bai­
xo, enquanto a amostra 2 tem um índice bastante elevado. 



Dai concluimos que todas as amostras estão con­
denadas, pelo seguinte: a amostra 1 procede de leite ruim, pe­
la classificação da redutase; a amostra 2 tem um índice anaero 
bico muito elevado, sendo este criterio o mais valido, a nosso 
ver; a amostra 3 que ê de leite bom, segundo a prova da reduta 
se, contem microrganismos que peptonizam o leite em 24 horas. 

Estes fatos permitem afirmar que hã urgente ne­
cessidade de fiscalização do leite que e distribuído a popula­
ção. 

Enquanto essa medida continuar negligenciada e 
indispensável uma certa precaução por parte dos consumidores , 
não ingerindo leite sem previa fervura. 

É incoerente a proibição existente para o consu 
mo do leite "in natura", por parte das autoridades sanitarias? 

Estes resultados demonstram que a abundante con 
taminação dos sorvetes de fabrica por nos estudados (JOLY, - ) 
pode ter como causa o leite que na realidade era urna das mate 
rias primas usadas nas industrias de refrigerante. 

SUMMARY 

This paper describes the results obtained from 
bacteriological analysis of 3 milk samples. 

It has been assumed that all milk samples have 
a high contamination level; for this reason the milk that is 
distributed to the people may be boiled prior to use, in order 
to protect the human health. 

The author claimes that anaerobic microorganisms 
have a important role in bacteriological water analysis and related ones. 

Thus it is quite clear that there is a ratio 
between the amounts of this bacteria groups. 

One such method would achiaved best results in 
bacteriological analysis. 
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