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SUMMARY

Accordíng to Brazilian Federal Regulation in this field, milk "ín natura"
can only be preserved through physical methodos such as filtration, refrigeration
and pasteurization. The usage of any other preservatíve - biochemical and
chemical methods - is an evident transgression to the Regulation, and its
lasting presence and easy detection, even in small quantities, makes the usage
of these substance for illegal means, an impossibility. Although it is accepted
the lasting presence of the hydrogen peroxide in decreasing doses in milk, it is
also accepted that 5 hours after it is added, is no method known to check its
presence in raw milk. This fact makes its usage desirable.

In 1966 and 1967 the authors publíshed two papers on bacterial inhibitors
present in milk of São Paulo, Brazíl, and the result of the researches they per-
formed denounced the presence of inhibitors, most of them non identified, in
15-20%of the samples, in 1966,and in 9% of the samples, in 1967. The same
authors performed the present work in order to emphasize the importance of
a method, even indirect one, good enough to detect the presence of hydrogen
peroxide, beyond the period of 6 hours, as long as its inhibitors action is working
on bacterial flora. This method is based upon an association of well known
methods, and particularly the use of C.T.T. redutase test and agar-plate assay
of Bacillus subtilis A.T.C.C.,6633and Sarcina lutea A.T.C.C.,9341.

Experimentally, it was possible to check the presumptive presence of hydrogen
peroxide, through its inhibiter actíon, 24 hours or more after it had been added
it to standard raw milk. This method was later used in examining samples
of milk grades B e C consumed in São Paulo, Brazil.

INTRODUÇÃO

Sob o ponto de vista físico-químico, é o
leite uma emulsão de gordura em solução
aquosa, contendo numerosas substâncias na
forma coloidal ou dissolvidas.

Dos seus principais componentes, dissol-
vidos (albuminas, lactose, sais minerais, ga-
ses, vitaminas) ou na forma coloidal (ca-

seína, entre outros), dos corpos de origem
proteinóide com função específica (agluti-
nases, imunoglobulinas, complemento, anti-
corpos, diástases), dos hormônios, da água
que contém e das substâncias gordurosas de-
correm suas propriedades físico-químicas,
dietéticas e biológicas 1, 2, 3.

(1) Trabalho realizado na Divisão de Contrôle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de
Laticinios do Estado de São Paulo.
Apresentado, como Tema Livre, no Il Congresso Brasileiro de Microbiologia, realizado no Conjunto
das Químicas da Umversidad'e de São Paulo, em 2·9 de agôsto de 1970. Cidade Umversitá.ria, São
Paulo, Brasrl ,

(2) Da DIVisão de Contrôle doe Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de Laticínios. Da Cl írnca
Dermato-slfilográfica do Hospital Municipal de São Paulo. Do Departamento de D'ermatolog'ia da
Santa Casa de Misericórdia de São Paulo.

(3.) Da Divisão de Contrôle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de Laticínios (Ia
Estado de São Paulo.
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Mas ° leite de consumo, mesmo quando
obtido de animais sadios e em rigorosas
condições técnicas, já contém ao ser orde-
nhado, um apreciável teor bacteriano, car-
reado dos canais galactóforos, ao qual se
acrescenta a flora de contaminação do
meio exterior. É a flora banal do leite que
atua apenas sobre a qualidade do produto,
a sua conservação, o seu organoleptismo,
podendo haver a interferência dos patogê-
nicos, geralmente de origem bovina, com
mais graves conseqüências para a saúde pú-
blica, 4, '5,6, 7, 8, 9, m, U.

N as regiões de clima quente, há neces-
sidade da estrita observância das condições
que impeçam ou dificultem a proliferação
daqueles microrganismos no leite, envol-
vendo o local da ordenha, a saúde do gado
e do homem que o ordenha, a qualidade
dos recepientes coletores do leite, a rapi-
dez da remoção do produto do estabulo,
seu resfriamento, seu transporte para as ci-
dades.

Oonforme enfatiza VILARES35, a coe-
xistência dêsses fatores implica em certo
padrão de riqueza e de civilização no meio
rural.

Os processos atualmente empregados
nos países mais evoluídos, na conservação
do leite "in natura", baseiam-se exclusiva-
mente no emprêgo de meios físicos: filtra-
çãoe clarificação, refrigeração e aqueci-
mento.

O frio, pela inibição que produz no de-
senvolvimento da flora microbiana, com a
vantagem da não alteração do valor nutri-
tivo do leite, é incapaz de destruir os ger-
mes patogênícos, passando pois à catego-
ria de processo auxiliar, antecedendo e su-
cedendo a outra forma mais eficaz de be-
neficiamento, e principalmente utilizado no
transporte do leite do interior ás cidades,

O emprêgo do calor para o pré-aqueci-
mento é processo somente utilizado no
Brasil; antecede a pasteurização e é rea-
lizado em aparelho com contrôle automático
de temperatura, tempo e volume do leite e
jamais poderá ser pretexto para a conser-
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vação, pela redução parcial da flora micro.
biana excessiva, de leites de má qualidade.

O emprêgo do calor na pasteurização do
leite vem sendo realizado pelo método rá-
pido que emprega aparelhos em placas em
função da combinação do tempo e da tem-
peratura no aquecimento do leite em ca-
madas laminares, obtendo-se total elimina-
ção dos germes patogênicos, e considerável
redução na flora global.

O efeito fundamental da pasteurização,
como técnica industrial, incluída no domí-
nio dos preceitos bromatológicos é, não só
a profilaxia das contaminações humanas,
como também transmissão ao produto da
durabilidade necessária à distribuição e ao
consumo.

Mas, para despoluir o leite das suas im-
purezas mais grosseiras, antes do tratamen-
to calórico, já se impõe, desde a fonte de
produção, a filtração do produto que, nos
estábulos é feita com a utilização de telas
milimetradas mas, muitas vêzes, negligen-
ciada ou feita através da utilização de pa-
nos rusticos, no transbôrdo do leite dos
baldes para os latões e nos centros de re-
cepção e resfriamento para onde conver-
gem aqueles leites, inicialmente pela pas-
sagem através de telas metálicas e, após,
por filtração em apropriados filtros de fla-
nela ou, então clarificado por centrífuga-
ção.

Mas já nos entrepostos muitas vêzes se
patenteiam, mesmo na operação chamada
de telagem, os precários cuidados com que
foi o leite obtido, pelo encontro dos mais
variados detritos - artrópodes, restos ve-
getais, pêlos' animais, naturalmente em grau
maior ou menor de acôrdo com a zona
produtora.

Outros meios físicos empregados limita-
damente são utilizados pela radiação ioni-
zante, luz ultra-violeta, raios X, raios cató-
dicos, neutrons, raios gama e pelos ultra-
som, pressão ou eletricidade 9.

A radioatividade, o método do futuro,
esbarra ainda com uma série de problemas
de ordem técnica, na conservação do leite
"in natura", embora já esteja sendo em-
pregada no Canadá, E.V.A. e Russia, na
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conservação de alimentos; e nos E.U.A.,
com a autorização do "Food and Drugs
Administration", para a esterilização do
toucinho defumado, desinfestação do trigo
e inibição do brotamento das batatinhas,
pelo emprêgo do Cobalto 6033.

Mas, para o destino à pasteurização, de-
ve o leite cru ser obrigatõriamente selecio-
nado desde a área de produção, seleção
esta realizada pela inspeção higiênico-sa-
nitária oficial, patenteando-se que certos
leites crus não têm condição mínima para
o envio ao beneficiamento, dada a sua po-
luição, acidez, composição química em ge-
ral e propriedades organolépticas anor-
mais.

Porém, ainda mais grave é o pro-
blema do adicionamento ao leite de con-
servadores antisséticos, o que implica na
dissimulação, com má fé, da falta de cui-
dados higiênicos, na produção.

Então, por definição abreviada, segundo
o nosso Regulamento Federal.s 6, e o "Co-
mité rnixte d'éxperts de l'hygiene du lait" ,
1957 10, leite cru é aquêle que foi submeti-
do em seleção prévia, ás operações conser-
vadoras de filtração e clarificação, refrige-
ração, às quais no Brasil se acrescenta a do
pré-aquecimento, sendo proibido, pois, o
emprêgo de substâncias químicas na con-
servação do leite, que não deverá também
veicular qualquer elemento estranho a sua
composição.

O processo combinado da conservação,
pela filtração e clarificação, resfriamento e
congelação parcial, pré-aquecimento e pcs-
teurização exige gastos de instalação e ele-
vado custo de manutenção e operação.

Há longos anos a técnica industrial vem
estudando a possibilidade da obtenção do
meio conservante ideal, capaz, pelo seu
emprêgo, de suprimir aquelas onerosas e
especializadas operações. Entretanto, a
maioria dos conservadores químicos e bio-
químicos têm-se mostrado tóxica para o
consumidor, ou sensibilizante, de ação con-
servante limitada, alterando o organolop-
tismo e a composição do leite ou interfe-
rindo na industrialização dos seus sub-pro-
dutos fermentados e, o que é absolutamen-

te grave, não destruindo as toxinas bacte-
rianas térrno-lábeis e certos tipos de mio
crorganismos patogênicos 9,20,21,22,2'6,28, 35,

Os conservantes no leite se distribuem
em duas categorias principais: os que agem
como neutralízantes ou como antisséticos.
Os neutralizantes atuam sôbre um fato con-
sumado, a presença do ácido lático deri-
vado da bio-atividade das bactérias sôbre a
lactose. Não reduzem a flora microbiana,
mas apenas evitam a coagulação do leite
e, entre êstes, principalmente se colocam
o bicarbonato de sódio, o hidróxido de
sódio e o carbonato de cálcio. Os con-
servantes antisséticos mostram relativo grau
de toxidez e modificam profundamente as
propriedades do leite ou podem ser pouco
alterantes e não tóxicos. Entre os antisséti-
cos os mais conhecidos são o aldeído fór-
mico e o cloro.

O aldeído fórmico, na concentração de
1/1 000 ou 1/2 000, produz, durante as
primeiras 24 horas, um rápido decréscimo
da flora bacteriana; após, uma lenta mas
constante diminuição, até que, no fim de
5 dias, o leite estará pràticamente estéril,
agindo, pois, como uma verdadeira auto-
clave química; na proporção de 1/20 000,
conserva o leite duas ou três vêzes mais
do que o mesmo sem tratamento algum,
mas, na concentração de 1/5 000 ou
1/10000, é o aldeído fórmico realmente um
bom conservante se não fôra pela insolu-
bilização da caseína, o que vai prejudicar
a digestibilidade do produto.

Quanto ao cloro, tão amplamente utili-
zado no saneamento da água de consumo
das cidades, no leite o seu índice de apro-
veitamento mostrou ser muito baixo, dadas
as grandes alterações que produz no gôsto
e aroma do produto, mesmo em 50 e 100
P .P .m ., quando se sabe que em concen-
trações menores a sua ação bacteriana no
leite é bem pequenas 9,1'0.

Como conservantes antisséticos não tóxi-
cos, temos os antibióticos e clàssicamente,
os compostos de amônio quaternário e o
peróxido de hidrogênio.

Os antibióticos, que são conservadores
bioquímicos, além de interferirem intensa.
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mente na industrialização do leite, na pro-
dução de derivados fermentados, e da sua
inocuidade para a maioria dos germes pa-
togênicos do produto, podem produzir fe-
nômenos de sensibilização em pessoas,
quando altamente sensihilizadas=.

Os compostos, de amônio quaternário
em concentração adequada, são atóxicos,
não irritantes, estáveis ao tratamento tér-
mico e relativamente estáveis na presença
de matéria orgânica, tendo boa atividade
em qualquer pR., não imprimindo ao leite
gôsto ou aroma indesejáveis'v- 13.

Nos Estados Unidos, o aparecimento
constante do amônio quaternário no leite
de consumo originou vultuosa literatura,
sendo considerado como resultante do tra-
tamento químico, na higienização em Ia-
ticínios-''- 13.

No Brasil, em laticínios, o amonio qua-
ternário não é empregado como agente de
higienização de aparelhagens e utensílios,
sendo utilizado, entre outros, o cloro, liber-
tado de solução de hipoclorito de sódio.

Finalmente, o peróxido de hidrogênio,
amplamente conhecido em nosso país,
pela maioria dos produtores de leite, como
conservante efetivo do produto e sob o
nome de água oxigenada ou peridrol, foi
empregado desde os' fins do século passado
por Budde, na Alemanha, no processo
conhecido como Budderização do leite.

A redução microbiana obtida é de ordem
de 50% ou mais, com ligeiro acrescenta-
mento ao produto de um sabor metálico
ou maltado e com o desaparecimento es-
pontâneo do conservante, decomposto pelas
diastáses, com liberação de oxigênio nas-
cente.

A inocuidade dêste processo se patenteou
nas observações realizadas na Itália na
nutrição experimental de 37 lactentes com
leite ao qual foi acrescentada água oxige-
nada obtida por meios eletrolíticos 21,22.

Em 1948, na Checoslováquia, e em
1950, na França, pesquisadores recomen-
daram o seu uso. Mas dignas de refe-
rências são as experiências, oficiais italia-
nas, em 1941) presididas pelo Professor
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Satta, Diretor do Instituto de Higiene
da Universidade do Siena, que confirmaram
as observações realizadas em Roma, Milão,
Gênova, Turim, Nápoles, Bolonha e Flo-
rença e em outras cidades, e que culmi-
naram com a autorização do emprêgo do
referido antissético, desde que observadas
algumas condições, tais como o uso de pe-
róxido de hidrogênio obtido por meio ele-
trolítico, de 130 volumes, e aplicado no
leite na quantidade de 1 a 2/1 000 e sem-
pre 5 horas antes do envio ao consu-
midor".

Conforme acentua CECILIA 8, o emprê-
go do peróxido de hidrogênio só será tole-
rado em regiões extremamente subdesen-
volvidas e, mesmo assim, como elemento
conservador para o transporte do leite, da-
da a falta da refrigeração, ou em épocas
excepcionais, como durante as conflagra.
ções mundiais.

De fato, o adicionamento do peróxido
de hidrogênio não oferece a garantia da
eliminação dos germes patogênicos, e re,
petidas investigações, provaram que a sua
adição ao leite produz perda de 10 a 20 %
da vitamina A, 50 % da B, e a quase to-
talidade da vitamina C.

Embora o peróxido de hidrogênio con-
tinue presente no leite, em quantidades
menores e decrescentes, após cerca de 6
horas da sua colocação, não há meio cor-
rente conhecido para avaliar a sua presença.
Constituindo tal fato um estímulo para a
transgressão do que preceitua o Regula-
mento Federal, elaboramos êste trabalho,
no intuito de fornecer um processo capaz
de determinar, embora indiretamente, a
presença do peróxido de hidrogênio como
antissético, além daquelas 5 horas, e en-
quanto durar ° seu efeito inibidor micro-
biano,

MÉTODOS

MÉTODO DE DUPOY, MODIFICADO E
DA OXIDAÇÃO DO IODETO

São os dois métodos clássicos de pes-
quisa do peróxido de hidrogênio. O de
Dupoy modificado foi empregado pelo uso
da solução alcoólica de guaiacol a 1%,
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c1àssicamentell. Pela interferência da pe-
roxidase existente no leite cru ou pasteu-
rizado, surgiu, ao adicionamento do guaia-
col, uma coloração vermelho-salmão. O
segundo método da oxidação do iodeto foi
realizado segundo as recomendações d
PIEN, DESlRENT & LAFONTAINE27;
pelo acrescentamento do amido surgiu no
leite uma nítida coloração azulado-viole.a,
quando da presença do peróxido de hidro-
gênio.

CONTAGEM GLOBAL MICROBIANA EM
PLACAS E PELO MÉTODO DE BREED

As contagens foram realizadas segundo
técnica preceituada pelo "Standard Me-
thods"1,2. A contagem global em placas,
contendo gelos e-padrão, foi feita após 48
horas de incubação a 32°C. A contagem
microbiana direta, pelo método de Breed,
foi realizada quase que imediatamente' com
a utilização da coloração da lâmina con-
tendo o leite, pelo azul de metileno.

ACIDIMETRIA, POTENCIOMETRIA, RE-
DUTASE PELO AZUL DE METILENO E

CONTAGEM DE COLIFORMES

A dosagem da acidez do leite foi rea-
lizada pelo processo de Dornic, a potencio.
metria através do emprêgo do potenciôme.
tro. A redutase do azul de metileno e
a contagem de coliformes, utilizando pla-
cas contendo "violet-red-bile-agar", foram
realizadas segundo processos indicados pelo
"Stardard Methods" e pelo livro da MILK
INDUSTRY FOUNDATION23 - "Labo-
ratory manual of analysis of milk and its
products" .

PESQUISA DE INIBIDORES EM GERAL
COM O EMPRÉGO DAS PROVAS DO
C. T. T., GOAGULAÇÃO DO LEITE E DA

PLACA AGAR-GERME DE PROVA

O emprêgo do e. T . T. que, em última
análise, é também uma prova de redutase,
foi feito de acôrdo com método por nós
já descrito'", após o aquecimento das amos-
tras de leite a 80°C, 5 minutos, para a
inativação dos inibidores naturais do leite,

semeadura de germes fermentadores da
lactose - S. thermophilus e L. bulgaricus,
e incubação a 37°C, 2 horas e meia, após
adicionamento do e. T . T . Com a multi-
plicação dos germes, surgiu no leite uma
côr vermelha, a do e. T . T . ,reduzido. Na
presença de inibidor do crescimento bacte-
riano, não se deu a multiplicação micro.
biana, e o e. T. T. permaneceu inalterado,
na sua leucoforma. A prova da coagu-
lação do leite foi realizada pelo mesmo
princípio, mas sem o acrescentamento do
e.T.T.

N a ausência de inibidores, o leite sob
ação bacteriana se acidificou e coagulou;
em caso contrário, permaneceu líquido.
Tal acidez foi testada pelo prooesso de
Dornic e pela potenciometria. O método
da placa agar-germe de prova, contendo,
pois, esporos de B. subtilis A. T. e. e.
6.633 ou S. lutea A.T.e.e. 9.431, pela
colocação nessas placas das amostras dos
leites problemas, embebidas em discos de
papel de filtro, fez surgir halos de inibição
do crescimento daqueles germes de prova,
quando da incubação_:Êste último pro-
cesso entretanto funciona muito bem para
a presença de antibióticos e sulfamídicos,
não acusando a presença do peróxido de
hidrogênio e de alguns outros inibidores
químicos2o,22.

PESQUISA DA PENICILINA PELO EMPRÉ-
GO DA PENICILINASE

O processo obedeceu, em linhas gerais,
ao anteriormente citado. Entretanto, uma
vez obtida a presença do halo de inibição,
adicionamos à amostra de leite em causa a
enzima penicilino-inativante específica - a
penicilinase. O leite assim tratado não
mais evidenciou a presença de inibidor bio-
químico - a penicilina, comprovando espe-
cificamente a pres,ença qualitativa e quan-
titativa do antibiótico 20, 22.

PESQUISA DA FOSFATASE PELO MÉTO-
DO RÃPIDO DE SHARER

Foi realizada de acôrdo com o processo
proposto por SeHARER 23, 31•
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METODO PARA A OBTENÇÃO DA
CATALASE

A catalase foi obtida pela sua extração
do fígado fresco de bovinos, triturado, sus-
penso em água destilada, tratado pelo clo-
rofórmio e álcool etílico; a pasta resultante,
filtrada, ressuspensa, centrifugada, decanta-
da, novamente suspensa em água destilada,
refrigerada, 12 a 14 horas em repouso.
Após êsse período, a catalase surgiu cris-
talizada, na forma de agulhas, em suspen-
são24• A atividade da catalase assim ob-
tida foi a seguir testada com a Katalase
15674 EDKA BOEHRYNGER, originária
da República Federal Alemãv", na forma
de suspensão cristalina - 100mg/S ml,

PROVAS SUBSIDIÁRIAS

As amostras do leite cru ou pasteurizado
que demonstraram, pela prova da pesquisa
de inibidores em geral, presença daquelas
substâncias, foram sistemàticamente exami-
nadas pelo processo de Bratton-Marshall
modificado-" e de Miller.Elliker-", para ex-
cluir respectivamente a presença de com-
postos sulfamídicos e de amônio quater-
nano. A possível presença dos demais
conservantes de natureza química, princi-
palmente o formaldeíco, foi testada pelos
processos preconizados pelos livros "Me-
todos, Analíticos de Laboratório Lactologi-
co y Microbiología de Ias Industrias Lác-
teasê" e "Métodos de análises bromatoló-
gicas-!" do Instituto Adolfo Lutz.

RESULTADOS

Tendo ficado estabelecidos os métodos
de exame, dividimos as pesquisas a serem
realizadas em três etapas distintas:

1 . Pesquisa do comportamento enzi-
mático e da flora bacteriana do leite cru
padrão, deixado durante 30 mino em tem-
peratura ambiente, a seguir, examinado e
após ré-examinado, 5, 10 e 24 horas após
ter ficado em ambiente, e sob refrigeração
a 5 a 8°C.

2 . Determinação em temperatura am-
biente e sob refrigeração, pelos: métodos
clássicos de exame, da mais longa perma-

(*) Gentilmente cedida pelo Prof. Klaus Zinner do
Departamento de Bioquímica e Farmácia da U. S. P.
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nência determinável do peróxido de hidro-
gênio acrescentado ao leite padrão (1/ 1000
ml), em estado de cru, fervido e pasteu-
rizado.

3 . Emprêgo do conjunto de métodos
já relacionados e dos clássicos, nos exames
de amostras do leite tipo "C" e "B" de
consumo da Capital pasteurizado ou em
estado de cru.

1. PESQUISA DO COMPORTAMENTO
ENZIMÁTICO E DO DA FLORA BAC-
TERIANA NO LEITE CRU, PADRÃO,
ACRESCENTADO OU NÃO DO PERó-
XIDO DE HIDROGÊGIO E DA CA·

TALASE.

A duas aomstras do mesmo leite, acres-
centamos peróxido de hidrogênio (30%,
120 vol., U.S .A. Baker) , na razão de
1/1 000 ml; porém, em uma delas, 5 mi-
nutos após esta operação, adicionamos à
Catalase 2 gôtas! 1O m1 de leite. A se-
guir, realizamos em ambas as amostras as
pesquisas relacionadas acima, nos mesmos
rítmos horários já citados (2, 5, 10 e 24
horas), em temperatura ambiente e sob
refrigeração.

Visamos também avaliar a capacidade
do conjunto dos. métodos já citados, na
determinação da presença daquele inibidor,
por nós experimentalmente adicionado ao
leite, além das 5 primeiras horas da sua
coloração, fazendo, portanto, confronto
com os resultados obtidos pelos métodos
clássicos correntes, empregados qualitativa-
mente para os mesmos fins - o do guaia-
col e o da oxidação do iodeto.

A base para estabelecimento de paralelos
foi fundamentalmente a comparação dos
resultados obtidos com o leite cru, padrão,
deixado 30 mino 5, 10 e 24 horas à tem-
peratura ambiente e refrigerado, com as
informações colhidas no exame do mesmo
leite, em idênticas circunstâncias, mas com
a adição de peróxido de hidrogênio e com
o peróxido de hidrogênio e a catalase, con-
forma resultados relacionados no quadro I.

Conforme os resultados relacionados nês.
te quadro, o leite padrão apresentou con-
tagem global, em placas, de 25 000 000
colônias por mililitro e um valor bacte-
rimétrico muito semelhante, 27 000 000,
pela microscopia direta de Breed. A
densidade colifórmica em placas foi a de
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300 000 colônias por milílitro, o tempo
da redutase do azul de metileno - 50 mi-
nutos, a acidez - 18°D, correspondente
ao pH 6,58, potenciomêtricarnente medido,
A prova do C, T ,T " pelo aparecimento de
coloração róseo.avermelhada, negatividade
da presença de inibidores, coagulação do
leite mais "inoculum" de prova e ausência
de inibição em placas com agargerrne ex-
cluíram a presença ativa de quaisquer ini-
bidores do crescimento bacteriano (Fig. 1),

As provas que empregam o guaiacol em
solução ou iodeto de potássio, obviamente
não demonstraram presença do peró-
xido de hidrogênio, Em face dos resul-
tados obtidos para o leite cru padrão, con-
sideramos. o mesmo isento de conservadores
antisséticos, desenvolvendo-se a sua flora
bacteriana global nas condições habituais,

Pelo exposto no quadro I, que apresenta
também os resultados obtidos para o leite
cru, adicionado recentemente do peróxido
de hidrogênio - 30 minutos antes da pro-
va - verificamos nêstes resultados as
mesmas acentuadas alterações, perfeitamen-
te notadas em comparação com os resul-
tados, obtidos para o mesmo leite, padrão,
Realçamos a redução considerável da flora
global computada pela contagem em pla-
cas, e a sua relativa não modificação
quando avaliada pelo método de Breed,
que consignou tôdas as bactérias - as
recentemente desvitalizadas e as em ati-
vidade,

De fato, enquanto o método da semea-
dura em placas acusou a flora viva exis-
tente e já reduzida, o método de Breed
computou tôdas as bactérias, desde que re-
centemente desvitalizadas, não levando em
conta siquer o seu estado disgenético, A
contagem global em placas foi a de
11 000 000 colonias/ml e a referida pelo
método de Breed, 22 000 000 colonias./ml,
dado êste muito próximo ao obtido para
o leite padrão. Houve, em decorrência da
dimin uição da densidade da flora bacteriana
em geral e da colifórmica, considerável
aumento do tempo de redutase do azul de
metileno que, de 50 minutos para o leite
padrão, foi a 5 horas e 15 minutos para o
acrescentado com o peróxido de hidrogê-
nio. A prova do C. T .T. mostrou, pelo
surgimento de uma côr róseo-clara, positi-
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Fig, 1 - Leite cru, padrão.

Tubos A e B -. côres brancas - provas de guaiacol
e íodeto, negativas. Tubo C - côr vermelha -

prova do C.T.T., negativa.

vidade para a presença do peróxido,o
mesmo acontecendo com as demais. provas,
para tais fins (fig. 2). Apenas a prova
que emprega a placa-agar-germe silenciou,
não demonstrando inibição das suas bacté-
rias, ao contrário do que acontece quando
na presença de antibióticos ou sulfamídicos.

Nesse mesmo quadro I podemos apreciar
que o leite cru acrescentado de peróxido
de hidrogênio e, após, de catalase, mostrou
comportamento intermediário, demonstran-
do com isso a ação apenas inicial do pe-
róxido de hidrogênio, logo desdobrado em
oxigênio molecular e água e inativado
como antissético, pela ação enzimática da
catalase. A sua flora bacteriana de índice
intermediárioentre a do leite padrão e a do
leite adicionado somente ao peróxido de hi-
drogênio; a sua redutasimetria feita no tem-
po de 110 minutos, em contraposição aos
50 minutos, e 315 minutos (5 horas e 15
minutos) dos demais, monstraram o efeito
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Fig. 2 - Leite cru. mais o peróxido de hidrogênio.
recentemente colocado.

Tubos A. B e C - côres róseo-salmão, roxo-violeta e
róseo-clara - provas do guaiacol, iodeto e C.T.T.•

positivas.

nítido daquela ação bactericida inicial. As
provas da pesquisa de substâncias inibido-
ras não acusaram o peróxido de hidrogênio
já desdobrado, o mesmo acontecendo com
o método que utilisa o guaiacole o iodeto.
E como êsse leite, nas provas subseqüen-
tes, após 5, 10 e 24 horas passadas, pros-
seguiu mostrando ausência do conservador
e tendo um comportamento parecido com
o do leito padrão, com a diferença somente
devida à parcela de flora inicialmente re-
duzida, não mais computamos os seus resul-
tados, pois o mesmo passou a funcionar
como um leite, também padrão, mas com
flora microbiana menor.

Cinco horas passadas do exame dos
leites-testes, as amostras dos mesmos, con-
servadas refrigeradas, e em ambiente, fo-
ram re-examinadas, para estudo do seu
comportamento.

Os dados obtidos estão demonstrados
comparativamente nos quadros II e lU:



QUADRO II

Leite cru padrão examinado após r: horas

Bacterimetria Colimetria
Redutasi- Pesquisa de H

2
02 Pesquisa de inibidores em geral

Leite metria
""-"-- i- -- Acidez

I Placas IMétodo Breed Placas A. Metileno °D Inibição
cru Guaiacol Iodeto C.TT. coagulação

I
col.yrnl bactérias/ml coUml minutos Placas

I

------- -

Frigorificado 31 000 000 36 000 000 700 000 15 20 - - - coagulado -

10m ambiente 45 000 000 53 000 000 2 800 000 3 28 - - - coagulado -

I
1

"-- --

QUADRO III

Leite cr1t, com H 2O 2' examinado após 5 horas

Leite

+

\O
W

Pesquisa de H,j02 I Pesquisa de inibidores em geral

~ I "I' )' I InibiC.!.T. Coagulação m ição
Placas

I ,===

+ + I Líquido I -
I Líquido i
I I

-------~-------~"------~--------~------~-----~------~------~--------I ~I _

Redutasi-
metría

Bacterimetria Colirnetria
Acidez

cru

1 1-------'-
Placas

col./ml
Iodeto

--

A. Metileno

minutos

Placas I Método Breed
col./ml bactérías/rnl

üD Guaiacol

Frigoriticado 18

+

19 000 000 I 36 000 000 27000 210

Em ambiente 21 00.0 000 I 42.00.0 000 85000 120 21 +
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Mesmo não entrando em detalhes, po-
demos ver entretanto que a flora do leite
padrão, quer em ambiente ou frigorificada,
aumentou consideràvelmente, o mesmo
acontecendo com o seu grau de acidez que,
de 18°D, passou respectivamente a 20 e
28°D, enquanto que, no leite quimicamente
conservado, mostrou o de 18 a 21°D, e
flora consideràvelmente mais baixa. A
presença ativa do peróxido foi demonstrada
pelo emprêgo do guaiacol, iodeto, e. T . T .
e coagulação de prova. Noção já conhe-
cida, mas digna de nota, foi a somação do
efeito conservador dos dois conservantes,
isto é, ação do peróxido aliada à frigori-
ficação. E note-se que a frigorificação é
norma rotineira, de exigência regulamentar,
no transporte e estocagem do leite.

Dez horas passadas, foram mantidas as
diferenças para o leite padrão conservado
em ambiente e refrigerado, e acentuadas,

Fig. 3 - Leite cru. mais o peróxido de hidrogênio
colocado há cêrca de 10 horas.

\
Tubos A e B - côres brancas - provas de guaiacoI
e iodeto, negativas. Tubo C - côr róseo-clara

prova do C.T.T., positiva.
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na sua réplica, com o peróxido de hidro-
gênio (quadros IV e V, pág. seguinte) .

Os dados obtidos mantém as mesmas
diferenças, com uma exceção, exceção esta
que é a base dêste trabalho. Enquanto
os processos clássicos não mais acusam a
presença do peróxido de hidrogênio, os
métodos da presença de substâncias inibi-
doras indicam nitidamente a sua presença,
pelo e. T . T. - positiva, roseo-claro -
e a incoagulabilidade do leite mais o ino-
culum dos germes fermentadores da lacto-
se. (Fig. 3).

Quanto aos demais valores, deixaremos
de tecer comentários a respeito, pois po-
derão ser avaliados, inclusive por compa-
ração, entre os' diversos quadros apresen-
tados e, daí, retiradas as múltiplas impli-
cações.

Após 24 horas do início das pesquisas
o leite padrão conservado em ambiente
sofreu coagulação e ficou pcr.anto sem
condições de exame, sendo apenas consig-
nada a sua acidez (55°D). Tal fato pode
ser observado no quadro VI. Os valores
obtidos para o mesmo leite frigorificado
aí também estão.

Entretanto conforme dados do quadro
VII, o leite que foi adicionado com o pe-
róxido de hidrogênio, 24 horas passadas,
mesmo deixado em temperatura ambiente,
ainda tem condições de exame e qualidade
muito melhor do que a apresentada pelo
leite padrão, mesmo quando conservado sob
refrigeração, a 8°C.

Note-se, e isto é fundamental, que en-
quanto prossegue o silêncio conivente das
provas clássicas, na rotina da pesquisa do
peróxido de hidrogênio, as provas do e.T.T.
e coagulação acusam ainda a presença,
decrescente mas ativa, daquele conservador.



q II A IJ 11() IV

Leite cru Padrão examinado após 10 h01'as

Bacterimetria Colimetria
Redutasi-

I
Pesquisa de H

3
0
2

Pesquisa de inibidores em geral
Leite metria

Acidez

Placas I Método Breed Placas A. Metileno °D
I

Coagulação
Inibicão

cru Guaiacol Iodeto C.rT.
cal./rnl bactérias/ml col./rnl minutos Placas

-

Frigorificado 55 000 000 75 00ü 000 1 300 000 10 23 - - - coagulação -

I

Em ambiente 75 000 000 83 000 000 5 100 000 1 31 - - - coagulação -

I ---

QUADRO V

Leite cru com H 2O 2' examinado após 1O hb~as

\O
lJ1

I

I
I

Bacterirnct r-a Colirnet ria Redutasi- Pesquisa de H
2
0
2

Pesquisa ele inibi dores em geral
Leite metria

Acidez

Placas Método Breed Placas A. Metileno °D
I

Inibiçãocm Guaiacol Iodeto C.T.T. Coagulaçãocol./rnl bactérias/rnl col./ml minutos Placas

I
--

Frigorifi.cado 22 000 000 48 000 000 35 000 160 20 - - + Líquido -

Em ambiente 42 000 000 61 000 000 340 000 60 26 - -- + Líquido -
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Fig. 4 - Placa com gelose, padrão, semeada com
leite padrão, isento de inibidor (diluição 1/1 <100000)

Fig. 6 - Leite cru. padrão.
Tubo A - cor vermelha - C.T.T. negativa para a
presença de inibidores. Tubo B - côr branca -
Azul de metileno já reduzido pela flora bactenana.

Relacionar com a figo 4.
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Fig .. 5 - Placa com gelose, padrão, semeada com
leite cru ao qual se acrescentou peróxido de hidro-

gênio a l/I 000 (diluição 1/1 000(00).

Fig. 7 - Leite cru ao qual se adicionou peróxido de
hidrogênio.

Tubo A - côr róseo-clara - C.T.T. positiva para
a presença de inibidores. Tubo B - côr azul -
indicativa de azul de metileno. não reduzido.

Relacionar com a figo S.



QUADRO VI

Leite cru Padrão examinado após 24 horas

Bacterimetria Colimetrla Redut~si- I Pesquisa de H202 Pesquisa de inibidores em geral
Leite metria

Acidez ---
Placas Método Breed Placas A. Metileno °D Guaiacol Iodeto C.T.T. Coagulação Inibição

cru
col./m! bactérias/rnl ool.Zml minutos Placas

Frigorificado 89 (){)O000 118 000 000 6 100 000 1 35 - - - coagulado -

Em ambiente ... .. . .. . . . 55 " . . .. .. . . ..

~-- ~ -------

Sem condições de exame

QUADRO VII

Leite cru com H202 examinado após 24 horas

\O--..J

Bacterímetrra Colirnetria Redutasí-
I Pesquisa de H202 Pesquisa de inibidores em geral

Leite metria
Acidez

Placas IMétodo Breed Placas A. Metíleno °D Iodeto C.T.T. Coagulação Inibiçãocru Guaiacol
coL/ml bactériasyrnl co l.Zml minutos Placas

Frigorificado 41 000 000 57 ()OO000 110000 110 24 - - + Líquido -

Em ambiente 87 000 000 115 000 000 800 000 20 38 - - + Líq,lÍdo -

- I ------
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Passemos agora às duas demais etapas
da trilogia proposta no início do trabalho.

2. PESQUISA DA MAIS LONGA PERMA-
NÊNCIA DETERMINÁVEL DO PERÓ-
XIDO DE HIDROGÊNIO (1/1 OOOml),
QUANDO ADICIONADO AO LEITE PA-
DRÁO - CRU, FERVIDO, PASTEURI-
ZADO COM OS RECURSOS DOS MÉ-

TODOS CLÁSSICOS.

No leite cru, quer em ambiente como
sob frigorificação, após cêrca de 5 a 6
horas, a ausência analítica do peróxido,
sub-detectável, foi a norma. Entretanto,
para o leite pasteurizado, mesmo conser-
vadoem meio ambiente, o tempo de posi-
tividade das provas clássicas foi bem mais
amplo - 16 horas.

Na amostra do mesmo leite frigorificado
a 8°C, 240 horas ou mais, o peróxido de
hidrogênio continuou presente; ao fim de
10 dias, suspendemos as pesquisas a êle
relativas. Com o mesmo leite, porém fer-
vido, no qual a presença de peróxido foi
constatada pelo método do guaiacol, auxilia-
do pelo processo de TAPERNOUX 32, ou
pelo da oxidação do iodeto, as respostas fo-
ram semelhantes, com permanência muito
longa do peróxido de hidrogênio, não des-
dobrado, pela destruição térmica havida,
das diastases do leite.

3. EXAME DO LEITE TIPO "B" E
"C", DE CONSUMO NA CAPITAL PE-
LOS MÉTODOS CLÁSSICOS E PELOS

ATUALMENTE PROPOSTOS.

De posse dos dados já analisados, pas-
samos ao exame diário de amostras de
leite cru destinado à produção do leite tipo
"C", chegadas a São Paulo nas condições
correntes, isto é, refrigeradas, e amostras
de leite tipo "C" adquiridas no Comércio
e obtidas simultâneamente em pontos diver-
sos, em dias diferentes e de tôdas as prin-
cipais marcas comerciais existentes à venda,
principalmente Leco, Paulista, Poços de
Caldas, União e Vigor. Também foram
adquiridas, nas mesmas condições, amos-
tras do leite tipo "B": Itahyê, Leco, Paulis-
ta, União e Vigor.

Foram examinados oêrca de 100 amos-
tras de cada grupo, num total de 300
amostras.

98

Conforme noção conhecida, pela sua não
utilidade no caso, deixamos de realizar, pa-
ra os leites: pasteurizados, a bacterimetria
pelo método de Breed e a redutasimetria.

Pelos métodos clássicos, o peróxido de
hidrogênio não foi evidenciado, estando
ausentes os sulfamídicos, aldeído fórmico,
compostos de amônia quaternário e outros
conservadores.

Não obstante, a pesquisa da presença de
inibidores pelo C. T .T. e coagulação de
prova revelou, no leite tipo "C" e no seu
homônimo em estado de cru, a presença
ativa de inibidor do crescimento bacteriano,
na percentagem de 8% das amostras exa-
minadas. O processo das placas com
agar-germe manteve-se silencioso, não acu-
sando a presença de inibidores nestas
amostras.

No leite tipo "B", os inibidores foram
apontados em 11 % das amostras. tendo o
processo da placa-germe evidenciado, em
uma delas, a presença da penicilina, na po-
tência de 0,03 U'/rnl, Insistimos em assi-
nalar que o peróxido de hidrogênio não foi
identificado em nenhuma das amostras, com
os recursos da técnica clássica.

DISCUSSÕES E CONCLUSõES

Embora afirmem os autores que o pe-
róxido de hidrogênio, quando colocado no
leite cru, continua a agir, mesmo 10 a 20
ou mais horas após o seu adicionamento,
não há meios conhecidos, pelo menos cor-
rentes, para determinar tal feito.

O mesmo não acontece com o aldeído
fórmico, amônio quaternário, sulfamídicos,
antibióticos e demais conservantes antissé-
ticos, que continuam a ser determináveis,
quantitativa e qualitativamente, dezenas de
horas ou dias após a sua colocação,

O aldeíco fórmico é evidenciado fàcil-
mente até em 10 p. p. m., o amônio qua-
ternário, ou seus compostos, até 5 p. p. m . ,
os sulfamídicos, em 0,005 %, a penicilina,
tetraciclina e cloranfenicol, a estreptomici-
na, respectivamente em 0,005 U/ml, 0,5
rLg/ml e 5 U/mI20, 21 e 22.
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Em contraposição, a restrição horária se
faz apenas para o peróxido de hidrgênio
que, após 6 horas, não pode mais ser de-
tactado no leite cru, quando pesquisado pe-
los métodos clássicos.

Dada a sua acentuada ação antissética,
com redução de mais de 50 a 80% da
flora microbiana, o seu baixo custo mesmo
a 130 volumes, a pequena alteração do
sabor do leite e principalmente a perda rá-
pida da capacidade da determinação da sua
presença, êstes fatos constituem inegàvel-
mente um considerável estímulo ao seu
emprêgo,

Na verdade, no interior, o leite cru des-
tinado à constituição do tipo "C" tem pra-
zo de 24 horas para ser conduzido do local
da ordenha e do entreposto de refrigeração
à cidade, para a pasteurização. Pasteuri-
zado, recebe mais 24 horas de prazo para
a sua distribuição ao consumo, num total
de 48 horas desde a ordenha 5,6.

Mas, excetuando o período inicial, nos
locais de produção, onde geralmente o leite
fica sob a refrigeração apenas da água cor-
rente, a norma, no entreposto do interior,
na usina de pasteurização e na distribuição,
é a da rigorosa frigorificação do produto,
em temperatura não superior a 5°C.

Então o calcanhar de Aquiles da produ-
ção leiteira, mesmo quando bem conduzida,
reside juntamente naquele período inicial,
quando após a ordenha é 0' leite transpor-
tado em latões, que aguardam à beira das
estradas e rodovias, sob a proteção precá-
ria de abrigos rústicos, sob o impacto da
temperatura ambiente, 0' momento de serem
recolhidos e enviados acentreposto.

Essa geralmente é a norma para os pe-
quenos produtores de leite, devido à sua
menor capacidade financeira, e que, embo-
ra não contribuam com o maior volume
de leite per capita, se constituem na grande
e absoluta maioria numérica.

da triagem higienico-sanitária realizada pela
inspeção técnica, oficial.

Para o leite pasteurizado, o emprêgo
dêsse conservante é desnecessário e impra-
ticável. Desnecessário, dada a qualidade
do tratamento térmico, e a ação cabal da
frigorificação. Impraticável porque a re-
dução calórica da flora bacteriana e das
enzimas do leite permite uma longa per-
manência do peróxido de hidrogênio o que
o torna fàcilmente determinável, mesmo pe-
los recursos clássicos.

Levando em consideração tais fatos e os
resultados das pesquisas que fizemos em
1966 e 1967 - Presença de inibidores bac-
terianos no leite de consumo da Capital -
com o encontro de 15 a 20% e de: 9% de
amostras do leite com inibidores, a maioria
não identificada, a nossa atenção se voltou
naturalmente para a possibilidade de ser
o peróxido de hidrogênio essa presença
incógnita 19, 20.

Os resultados obtidos experimentalmente
com a colocação do conservador no leite
cru e a sua pesquisa determinável, mesmo
24 horas após, já em pleno silêncio dos
métodos clássicos, veio reforçar a nossa
presunção.

E ressalta-se que, dos métodos clássicos,
segundo os autôres, os mais sensíveis são
os que empregam as reações diastásicas 27,32

baseadas no fato de que a peroxidase no
leite decompõe o peróxido de hidrogênio,
libertando oxigênio atômico, nascente, ca-
paz de se fixar sôbre substâncias oxidáveis
e, em muitas" produzir a formação de subs-
tâncias coloridas 12, 14, 27 •

Entre essas substâncias oxidáveis, em ge-
ral, se encontram os polifenois, como o
guaiacol, certas aminas, como o p-Ienileno-
.diamina, certos leuco-corantes, como a
leuco-fenolítaleína e um número miscelânico
de materiais, incluindo o ácido ascórbico, o
triptofano, o ácido vanádico, os nitritos e
os iodetos 127,3'0" 3'6.

E ao leite ordenhado principalmente pe- Entretanto, a reação rotineiramente em-
Ia madrugada, na chamada primeira orde- pregada deriva do tradicional processo de
nha, é facultado o prazo de até as 12 horas Dupuy 11, 18, 30 e põe em evidência a oxi-
para dar entrada no entreposto de refri- dação do guaiacol que, em presença do
geração, fornecendo portanto, à minoria sistema peróxido.peroxidase, se transforma
infratora, mais de 6 horas habeis para o" .. em guaiacoquinona, comunicando ao leite
emprêgo do peróxido de hidrogênio, antes"'.um nítida coloração vermelho-salmão.
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Mas, se o leite foi fervido, houve destruí.
ção da peroxidase e o processo falha. Nes-
se caso, podemos lançar mão do meio prá-
tico de TAPERNOUX32, repondo no leite
a peroxidase pelo acrescentamento da sa-
liva ou utilizar um método puramente
químico, COlmoo da oxidação de potássio,
ou do vanadato de amônio ou ácido vaná-
dico, 1, 2, 00.

Mas quaisquer que sejam êsses métodos,
na prática esbarram com a restrição limí.
tante daquele período máximo de 6 horas
nas suas capacidades de determinação iden-
tificadora.

E quais seriam as consequencias do em-
prêgo do peróxido de hidrogênio no leite,
como conservador?

Do ponto de vista de Inspeção Sanitária,
pelo falseamento induzido pela sua presen-
ça incógnita, através, da bacteriostase, na
justeza da apreciação dos exames bacte-
riológicos e físico-químicos de rotina, só
permitindo avaliar a qualidade atual do pro-
duto examinado, levando a considerar um
leite altamente poluído como de bôa qua-
lidade, retira daqueles exames a sua eleva-
da capacidade julgadora.

Tal prática, se disseminada, poderá, pela
concorrência desleal, até o momento não
passível de coibição, criar o desestímulo da
produção higiênica; do leite.

Na verdade o Regulamento Federal Bra-
sileiro 5,6, no seu artigo 540, estipula para
o leite cru a prova da redutase, anunciando,
no artigo 537, que só pode ser beneficiado
leite considerado normal, proibindo o bene.
ficíamento do leite que revele, na prova da
redutase, contaminação excessiva, com des-
coramento em tempo inferior a 5 horas pa-
ra o tipo "A", 3 h 30 m para o tipo "B" e
2 h 30 m para os demais tipos. Diz ainda,
no artigo 540, parágrafo 2, que o número
de germes por ml, antes da pasteurização,
não deve ser superior a 10 000 para o lei-
te tipo "A" e 500000 para o tipo "B" e
para os demais tipos, sem padrão bacterio-
lógico determinado, quando em estado de
cru que mantenha a acidez não inferior a
150D nem superior a 20oD, e o seu tempo
de redutase não inferior a 2 h 30 m.
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E. embora o artigo 514 advirta no seu
parágrafo único que é proibido o emprêgo
de substâncias químicas na conservação do
leite, a não realização em carater liminar da
pesquisa da presença de substâncias inibi-
doras pode subverter a capacidade julga-
dora daqueles métodos de exame exigidos.

Então, podendo tôdas essas provas so-
frer influência marcante dos inibidores,
cuja presença é capaz de determinar um
tipo fictício de leite, deve ser exigida limi-
narmente a sua ausência, para poderem
ser aceitos como válidos os resultados for-
necidos por aquelas provas de rotina.

Mas a veiculação, no leite, de conser-
vantes antisséticos diversos, de antibióticos
resultantes ou não do tratamento veteriná-
rio do rebanho leiteiro, de vestígios de subs-
tâncias químicas usadas na higienização em
laticínios, somente determináveis com o em-
prêgo de técnicas ainda não correntes no
Brasil, traz implicações maiores do que as
que possam imaginar a priore.

Como um iceberg, a parte visualizável do
problema é muito pequena, e faz surgir
uma reflexão ponderável: até a que ponto
as estatísticas elaboradas pelos trabalhos
que vêm sendo publicados, a respeito da
avaliação bacterimétrica e colifórmica dos
diversos tipos de leite consumidos no Bra-
sil, podem ter sofrido a influência da pre-
sença incógnita das substâncias inibidoras
do crescimento bacteriano? E até que
ponto o nosso Regulamento que, periódica-
mente ao se reformular se baseia nos dados
obtidos por aqueles trabalhos, pode ter si-
do afetado?

Também é necessano entretanto ponde-
rar, com TERPLAN e ZAADH0p34, que
no leite existe uma série de inibidores na-
turais, na verdade quase todos termo-lábeis,
que, segundo a opinião dos autôres, não
teriam influência marcante nos processos
vistos.

Do ponto de vista da industrialização do
leite, principalmente na elaboração dos de-
rivados fermentados - iogurte, coalhada e
outros - as substâncias inibidoras inclusive
o peróxido de hidrogênio, têm interferência
sensível, com baixa da produção de ácido
lático- e desmerecimento das suas boas
qualidades organolépticas.
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Sob O ponto de vista nutricional, ressal-
taremos! a redução do teor das diversas vi-
taminas, quando da presença do peróxido
de hidrogênio no leite, ação desnaturante
sôbre as suas proteínas, produzindo modi-
ficação na estrutura macro-molecular das
mesmas'".

E com relação ao emprêgo oficial do pe-
róxido de hidrogênio, como conservador,
transcreveremos literalmente a opinião da
Organização Mundial da Saúde, exarada já
em 1960 e manifesta pelo seu Comité Mixto
FAOjOMS d'Experts de l'Hygiêne du Lait25:
"Le Comité approuve les conclusions aux-
quelles est parvenue Ia Réunion d'experts
d'lnterlaken (septembre 1957) sur l'emploi
de l'eau oxygénée et autres agents de pré-
servation du lait, à savoir: 1) Qu'en géneral
l'emploi d'agents de préservation dans le
lait n'est pas souhaitable et qu'en fait il ne
peut être considéré que comme un mal né-
cessaire. Ce procédé ne peut être toléré que
dans des cas exceptionnels et dans les pavs
chauds ou sous développés OU il n'est pas
possible de transporter rapidement le lait
du lieu de production au centre de traitment
ou d'assurer son refroidissement efficace..."

No item 5, adverte: "Ou'étant donné que
l'eau oxvgénée sert uniquement à retarder
l'acidification du lait et qu'aux doses non
nocives elle ne peut détruire certains types
de micro-organismes pathogênes (notamment
Myco, tuberculosis), le lait traité à l'eau
oxygénée doit être soumis ensuite à un
traitement thermique efficace avant sa dis-
tribution aux consommateurs ou au cours
de sa transformation en produits laitiers.

No item 7, descreve: "Que si l'on a re-
cours à Ia catalase pour faire disparaitre les
derniêres traces d'eau oxvgénée dans le lait,
il faut s'assurer que Ia préparation soit irré-
prochable du triple point de vue enzymatí-
que, chimique et bactériologique",

E assinala ainda no item 9: "En outre, le
Comité voit un autre inconvénient trés sé-
rieux à emplover l'eau oxygénée pour Ia
préservation du lait dans le fait que cette
pratique, sielle était appliquée systémati-
quement, inciterait presque certainement les
producteurs de lait à abandonner tout nou-
vel effort pour améliorer les conditions

d'hygiêne à Ia ferme et se traduirait sans
doute par une baisse génerale du rendement
des élevages d'animaux laitiers".

Finalmente, consideramos que os dados
dêste presente trabalho, tendo em vista o
número pequeno das amostras examinadas,
são relativamente deficientes para uma con-
clusão mais efetiva, julgamos que o mesmo
deve ser repetido em carater mais amplo,
de preferência com o leite cru advindo do
interior e região por região, visando locali-
zar os focos do leite inquinado e o seu sa-
neamento dentro do prazo mais curto
possível.

Tendo em vista o interesse do assunto,
a Divisão de Contrôle de Qualidade e Pes-
quisa da Cooperativa Central da Laticínios
do Estado de São Paulo elaborou estas in-
vestigações, visando fornecer elementos que
evitem a transgressão do Regulamento Fe-
deral, em legítima defesa dos interesses dos
bons produtores de leite e dos mais elemen-
tares princípios de Saúde Pública, como
incentivo à melhora da real qualidade do
leite.

RESUMO

Conforme recomendação de regulamento
federal brasileiro - Regulamento da Ins-
peção Industrial e Sanitária de Produtos de
Origem Animal - o leite in natura, da
fonte de produção ao centro de beneficia-
mento, somente poderá ser conservado por
meios físicos, princiaplmente pela refrige-
ração e' após, pasteurizado. O emprêgo
de outros conservantes - químicos ou bio-
químicos - constituirá flagrante transgres-
são regulamentar.

Além do mais, a longa permanência no
leite dos conservadores a êle adicionados e
a sua fácil determinação torna o emprêgo
dessas substâncias impraticável para fins
excusos. Porém, tal fato não acontece
com o peróxido de hidrogênio que, após 6
horas da sua colocação, não mais pode ser
dectado, o que constitue um considerável
estímulo para o seu emprêgo.

Levando em consideração o exposto e
os resultados das pesquisas que fizeram
OSi autôres, em 1966 e 1967, que eviden-
ciaram respectivamente 15-20% e 9% de
presença de substâncias inibidoras do cres-
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cimento bacteriano no leite de consumo de
São Paulo, Capital, e na sua maioria não
identificadas, tomaram os autores a inicia-
tiva de elaborar êste trabalho, no intuito de
relacionar o peróxido de hidrogênio com
aquelas substâncias incógnitas. Os proces-
sos empregados foram bioquímicas e foram
utilizadas, entre outras, a prova do C. T .T . ,
redutase do azul de metileno e emprêgo da
placa com agargerme de prova.

Os autôres conseguiram determinar, mes-
mo 24 horas ou mais da sua colocação no
leite cru, a presença atuante do peróxido
de hidrogênio, portanto, muitas horas após
a sua não mais determinação pelos métodos
clássicos correntes. Tais processos foram
a seguir empregados no exame de amostras
do leite tipo "B" e tipo "C" do consumo
da. capital de São Paulo.
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