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1 I N T R O D U Ç Ã O 

A a n á l i s e m i c r o b i o l ó g i c a d e a l i m e n t o s v e m 

s e n d o u l i l i z a d a h á m u i t o t e m p o c o m o u m a f o r m a 

d e c o n t r o l e e m o n i t o r a m e n t o d a m a t é r i a - p r i m a e 

d o p r o d u t o i n d u s t r i a l i z a d o . E s s e c o n t r o l e é d e 

e x t r e m a i m p o r t â n c i a , j á q u e p e r m i t e a s s e g u r a r a 

q u a l i d a d e d o a l i m e n t o , p a r a q u e e s t e n ã o o f e r e ç a 

r i s c o s à s a ú d e d o c o n s u m i d o r , e t e n h a a s s u a s 

c a r a c t e r í s t i c a s f i s i c o - q u i m i c a s e o r g a n o l é p t i c a s 

g a r a n t i d a s n o c o n s u m o . 

O c o n t r o l e m i c r o b i o l ó g i c o n a i n d ú s t r i a l á c t e a 

a s s u m e i m p o r t â n c i a a i n d a m a i o r d e v i d o á 

o c o r r ê n c i a d e u m n ú m e r o c a d a vez m a i s 

s i g n i f i c a t i v o d e s u r t o s d e t o x i n f e c ç a o a l i m e n t a r 

q u e , c o m f r e q ü ê n c i a , e s t ã o a s s o c i a d o s a o 

c o n s u m o d e l e i t e e d e r i v a d o s ( C a m a r g o , 1 9 9 6 ) . 

O l e i t e , p o r s e r u m p r o d u t o d e o r i g e m a n i m a l , p o d e 

v e i c u l a r v á r i o s a g e n t e s p o t e n c i a l m e n t e 

z o o n ó l i c o s . a l é m d e s e r u m a l i m e n t o m u i t o r i c o 

e m s u a c o m p o s i ç ã o n u t r i c i o n a l , o q u e f a v o r e c e o 

c r e s c i m e n t o m i c r o b i a n o . 

O m o n i t o r a m e n t o m i c r o b i o l ó g i c o e m a m o s t r a s 

d e l e i t e e o u t r o s a l i m e n t o s , é r e a l i z a d o a t r a v é s 

d a p e s q u i s a d e m i c r o r g a n i s m o s c h a m a d o s 

i n d i c a d o r e s , q u e , q u a n d o p r e s e n t e s n o a l i m e n t o , 

p o d e m f o r n e c e r i n f o r m a ç õ e s s o b r e a s c o n d i ç õ e s 

s a n i t á r i a s d u r a n t e o p r o c e s s a m e n t o , p r o d u ç ã o o u 

a r m a z e n a m e n t o , p o s s í v e l p r e s e n ç a d e p a t ó g e n o s , 

d e t e r i o r a ç ã o d o a l i m e n t o o u c o n t a m i n a ç ã o f e c a l 

( F r a n c o & L a n d g r a f , 1 9 9 6 ) . N a m i c r o b i o l o g i a 

l á c t e a , s ã o d e g r a n d e i m p o r t â n c i a c o m o 

i n d i c a d o r e s , o s m i c r o r g a n i s m o s a e r ó b i o s m e s ó f i l o s 

( M A M ) e o g r u p o d o s c o l i f o r m e s . 

M i c r o r g a n i s m o s a e r ó b i o s m e s ó f i l o s s ã o t o d o s 

a q u e l e s c a p a z e s d e c r e s c e r e m t e m p e r a t u r a d e 

3 5 - 3 7 ° C e m c o n d i ç õ e s d e a e r o b i o s e . E s s e s 

m i c r o r g a n i s m o s i n d i c a m a q u a l i d a d e s a n i t á r i a c o m 

q u e o a l i m e n t o f o i o b t i d o o u p r o c e s s a d o . U m 

n ú m e r o e l e v a d o d e s t e s m i c r o r g a n i s m o s i n d i c a q u e 

o a l i m e n t o é i n s a l u b r e , m e s m o q u e p a t ó g e n o s 

e s t e j a m a u s e n t e s . N o e n t a n t o , d e v e - s e c o n s i d e r a r 

q u e t o d a s a s b a c t é r i a s p a t o g ê n i c a s d e o r i g e m 

a l i m e n t a r s ã o m e s ó f i l a s . e p o r t a n t o , u m a a l t a 

c o n t a g e m d e m e s ó f i l o s p o d e s i g n i f i c a r q u e h o u v e 

c o n d i ç õ e s p a r a o c r e s c i m e n t o d e p a t ó g e n o s 

( F r a n c o & L a n d g r a f , 1 9 3 6 ) . 

O g r u p o d o s c o l i f o r m e s t o t a i s é o p r i n c i p a l 

i n d i c a d o r u t i l i z a d o p a r a a v a l i a r a q u a l i d a d e 

m i c r o b i o l ó g i c a d a á g u a e a l i m e n t o s ( C o v e r t e t a l . , 

1 9 8 9 ; M a t n e r e t a l . , 1 9 9 0 ) . s e n d o a p r e s e n ç a d e 

m e m b r o s d e s s e g r u p o , i n d i c a t i v a d e t r a t a m e n t o 

i n a d e q u a d o o u c o n t a m i n a ç ã o p ó s - d e s i n f e ç ã o . F a z e m 

p a r t e d e s t e g r u p o , p r e d o m i n a n t e m e n t e , b a c t é r i a s 

p e r t e n c e n t e s a o s g ê n e r o s Escherichia, Enterobacter, 

Citrobacter e Kiebsialla, q u e t ê m a c a p a c i d a d e de 

f e r m e n t a r a l a c t o s e p r o d u z i n d o á c i d o e g á s q u a n d o 

i n c u b a d a s a 3 5 - 3 7 ° C ( F r a n c o & L a n d g r a f , 1 9 9 6 ) . 
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A s b a c t é r i a s p e r t e n c e n t e s a o g rupo d o s c o l i f o r m e s 

f e c a i s , c o r r e s p o n d e m a o s c o l i f o r m e s t o t a i s q u e 

c o n t i n u a m f e r m e n t a n d o a l a c t o s e c o m p r o d u ç ã o 

d e g á s q u a n d o i n c u b a d o s a 4 4 - 4 5 , 5 U C N e s s a s 

c o n d i ç õ e s , c e r c a d e 9 0 % d a s c u l t u r a s d e E . c o l i 

s ã o p o s i t i v a s , e n q u a n t o p o u c a s c o p a s d e 

Enterobacter e Klebsiella m a n t ê m e s t a 

c a r a c t e r í s t i c a . A E. coli é o ú n i c o m i c r o r g a n i s m o 

d e s t e g r u p o q u e t e m c o m o h a b i t a t n a t u r a l o t r a t o 

i n t e s t i n a l d e h o m e n s o a n i m a i s d e s a n g u e q u e n t e , 

s e n d o u m s e g u r o i n d i c a d o r d e c o n t a m i n a ç ã o f e c a l . 

O s d e m a i s m i c r o r g a n i s m o s d o g r u p o c o l i f o r m e s , 

p o d e m e s t a r p r e s e n t e s t a m b é m e m o u t r o s 

a m b i e n t e s , c o m o v e g e t a i s e s o l o ( F r a n c o & L a n d g r a f . 

1 9 9 6 ) . 

M a i n d ú s t r i a l á c t e a , a c o n t a g e m d e c o l i f o r m e s 

é u t i l i z a d a c o m o i n d i c a t i v o d e h i g i e n e n a p r o d u ç ã o 

d o l e i t e o u d a c o n t a m i n a ç ã o p ó s - p a s t e u r i z a ç ã o 

( S e n i k e t a l . , 1 9 8 7 ) 

A s a n á l i s e s m i c r o b i o l ó g i c a s t r a d i c i o n a i s p a r a 

o c o n t r o l e d e q u a l i d a d e e m a l i m e n t o s f o r a m 

d e s e n v o l v i d a s a p a r t i r d o f i n a ! d o s é c u l o X I X e 

v ê m s e n d o u t i l i z a d a s d e s d e e n t ã o ( S e n y k e t al., 

1 9 8 7 ) . A b a s e d a m i c r o b i o l o g i a l á c t e a c o n t i n u a 

s e n d o o p l a q u e a m e n t o c o n v e n c i o n a l e a 

c a r a c t e r i z a ç ã o b i o q u í m i c a d o s m i c r o r g a n i s m o s d e 

i n t e r e s s e ( V a s a v a d a e t al., 1 9 9 3 ) , a s s i m c o m o a 

e n u m e r a ç ã o d e c o l i f o r m e s t o t a i s e f e c a i s p e l o 

m é t o d o d e f e r m e n t a ç ã o e m t u b o s m ú l t i p l o s ( G a l e 

& B r o b e r g , 1 9 9 3 ) . 

O s m é t o d o s t r a d i c i o n a i s a p r e s e n t a m 

d e s v a n t a g e n s n a e n u m e r a ç ã o d e m i c r o r g a n i s m o s 

i n d i c a d o r e s , p o d e n d o - s e c i t a r o t r a b a l h o e x c e s s i v o 

e m l a b o r a t ó r i o , o u s o d e g r a n d e q u a n t i d a d e d e 

v i d r a r i a s e m e i o s d e c u l t u r a , a n e c e s s i d a d e d a 

r e a l i z a ç ã o d e a n á l i s e s e m d u p l i c a t a e d e g r a n d e 

e s p a ç o p a r a i n c u b a ç ã o d a s p l a c a s . D e v e - s e 

c o n s i d e r a r a i n d a a p o s s i b i l i d a d e d e f a l h a s n a 

t é c n i c a , c o m o a a l t a t e m p e r a t u r a d o á g a r f u n d i d o 

u t i l i z a d o n o m é t o d o t r a d i c i o n a l d e s e m e a d u r a p o r 

p r o f u n d i d a d e e m a i o r e s r i s c o s d e c o n t a m i n a ç õ e s 

d e v i d o a o g r a n d e n ú m e r o d e e t a p a s n o p r e p a r o e 

s e m e a d u r a d a a m o s t r a ( C h a i n & F u n g , 1 9 9 1 ) , 

A p e s a r d i s s o , a c o n t a g e m d e c o l ô n i a s d e M A M 

e m l e i t e c r u e p a s t e u r i z a d o , b e m c o m o a t é c n i c a 

d e t u b o s m ú l t i p l o s p a r a e n u m e r a ç ã o d e c o l i f o r m e s , 

s ã o a c e i t a s c o r n o b o n s i n d i c a t i v o s d e q u a l i d a d e 

m i c r o b i o l ó g i c a ( 0 ' C c n n o r , 1 9 8 4 ) . N o e n t a n t o , a l é m 

d e t r a b a l h o s a s , a s t é c n i c a s s ã o l e n t a s e o s 

r e s u l t a d o s s ó s ã o c o n h e c i d o s 2 a 7 d i a s a p ó s o 

i n i c i o d a s a n á l i s e s , e p a r a a l g u n s p r o d u t o s , c o m o 

o l e i t e , o t e m p o p a r a a o b t e n ç ã o d e r e s u l t a d o s 

n ã o ê c o m p a t í v e l c o m a s u a p e r e c i b i l i d a d e 

( V a s a v a d a e t a l . , 1 9 9 3 ) . 

A s l i m i t a ç õ e s d a m e t o d o l o g i a t r a d i c i o n a l t ê m 

l e v a d o a o d e s e n v o l v i m e n t o d e m é t o d o s 

a l t e r n a t i v o s n a m i c r o b i o l o g i a d e a l i m e n t o s . V á r i a s 

t é c n i c a s p a r a e n u m e r a r e i d e n t i f i c a r b a c t é r i a s t ê m 

s i d o e s t u d a d a s , e s ã o a t u a l m e n t e d e n o m i n a d a s 

d e m é t o d o s r á p i d o s , E s s e s m é t o d o s s ã o m a i s 

p r á t i c o s e s i m p l e s n a e x e c u ç ã o , r e q u e r e m 

p e q u e n a q u a n t i d a d e d e m a t e r i a l e f o r n e c e m 

r e s u l t a d o s m a i s r a p i d a m e n t e . G e r a l m e n t e a 

p r a t i c i d a d e j á j u s t i f i c a a u t i l i z a ç ã o d e s s e s s i s t e m a s , 

c o m e c o n o m i a d e t e m p o e m a t e r i a l n o l a b o r a t ó r i o , 

p e r m i t i n d o a u m e n t a r o n ú m e r o d e a m o s t r a s 

a n a l i s a d a s e p r o c e s s a d a s p o r d i a , m e s m o q u e e m 

a l g u n s d e l e s o t e m p o d e i n c u b a ç a o s e j a s i m i l a r 

a o d o s m é t o d o s c o n v e n c i o n a i s ( V a s a v a d a e t al., 

1 9 9 3 ) . U m t e s t e r á p i d o i d e a l p o s s u i r i a a s s e g u i n t e s 

c a r a c t e r í s t i c a s : r a p i d e z , e c o n o m i a e c o n f i a b i l i d a d e 

( B i g a l k e , 1 9 8 4 ) . 

D u r a n t e m a i s d e d u a s d é c a d a s o s m é t o d o s 

r á p i d o s t ê m s i d o d e s e n v o l v i d o s c o m o o b j e t i v o 

d e s u b s t i t u i r á m e t o d o l o g i a t r a d i c i o n a l n a a n á l i s e 

m i c r o b i o l ó g i c a d e a l i m e n t o s ( V a s a v a d a e t al. 

1 9 9 3 ) . P a r t i c u l a r m e n t e n a m i c r o b i o l o g i a d e l e i t e 

e d e r i v a d o s a d i f i c u l d a d e a v a l i a ç ã o d a 

q u a l i d a d e d o l e i t e a t e m p o d e s e t o m a r m e d i d a s 

c o r r e t i v a s e f e t i v a s , t e m a p r e s s a d o a i m p l a n t a ç ã o 

d o s m é t o d o s r á p i d o s c o m o o p l a q u e a m e n t o e m 

e s p i r a l , f i l t r a ç á o e m m e m b r a n a c o m g r a d e 

h i d r o f ó b i c a ( H G M F ) , m i c r o s c o p i a d e f l u o r e s c ê n c i a , 

c i t o m e t r i a d e f l u x o , t é c n i c a s d e i m p e d â n c i a e 

c o n d u t â n c i a e v á r i o s " k i t s " p a r a a c a r a c t e r i z a ç ã o 

b i o q u í m i c a e c o n t a g e m d e m i c r o r g a n i s m o s ( B i s h o p 

& J u a n , 1 9 8 8 ) . O u t r o s m é t o d o s , c o m o o s 

b i o l u m i n e s c e n t e s , i m u n o e n z i m á t i c o s e c o m á c i d o s 

n u c l é i c o s p a r a d e t e c ç ã o d e p a t ó g e n o s e s p e c í f i c o s 

e t o x i n a s , t a m b é m t ê m a u m e n t a d o s u a a c e i t a ç ã o 

p a r a u s o n a m i c r o b i o l o g i a d e a l i m e n t o s ( V a s a v a d a 

et a l . , 1 9 9 3 ) . 

A m a i o r i a d o s m é t o d o s r á p i d o s , d e s e n v o l v i d o s 

p a r a d e t e c ç ã o d e c o l i f o r m e s , e m p r e g a a 

t e c n o l o g i a d o s u b s t r a t o d e f i n i d o , e n v o l v e n d o a 

i n c l u s ã o n o m e i o d e c u l t u r a d e s u b s t r a t o s 

e s p e c í f i c o s p a r a e n z i m a s c o n s t i t u t i v a s d o s 

c o l i f o r m e s . E s t e s s u b s t r a t o s s ã o l i g a d o s a 

c o m p o s t o s i n d i c a d o r e s d e s u a u t i l i z a ç ã o . A s s i m , 

q u a n d o o m i c r o r g a n i s m o e s t á p r e s e n t e , p r o d u z a 

e n z i m a c a p a z d e c l i v a r o s u b s t r a t o e l i b e r a r o 

i n d i c a d o r q u e q u a n d o l i v r e , a l t e r a a s u a c o l o r a ç ã o 

o u p r o d u z f l u o r e s c ê n c i a . A l é m d i s s o , p a r a 

m e l h o r a r a e s p e c i f i c i d a d e n a i n d i c a ç ã o d a 

c o n t a m i n a ç ã o f e c a l , o s m é t o d o s r á p i d o s d e t e c t a m 

e s p e c i f i c a m e n t e a E . co l i e n ã o c o l i f o r m e s f e c a i s . 

V a s a v a d a e t al. ( 1 9 9 3 ) p r e v i a m q u e a s s i m q u e 

o s m é t o d o s r á p i d o s f o s s e m b e m r e c o n h e c i d o s , 

s e r i a m m u i t o b e m u t i l i z a d o s n a m i c r o b i o l o g i a 

l á c t e a , e m s u b s t i t u i ç ã o a o s m é t o d o s t r a d i c i o n a i s 
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d e c o n t a g e m e m p l a c a s , e s t i m a t i v a d e N ú m e r o M a i s 

P r o v á v e l e t e s t e s e m p í r i c o s c o m o a r e d u ç ã o d o a z u l 

d e m e t i l e n o e d a r e s a z u r i n a . N o e n t a n t o , n a e s c o l h a 

d e u m m é t o d o r á p i d o , a l g u n s c u i d a d o s d e v e m s e r 

c o n s i d e r a d o s , c o m o a i m p o r t â n c i a d e c o n h e c e r - s e o 

p r i n c i p i o a t i v o d e c a d a m é t o d o , a m i c r ó b i o L a d o 

a l i m e n t o a n a l i s a d o e o s f a t o r e s q u e i n f l u e n c i a m s u a 

c o m p o s i ç ã o , u r n a v e z q u e , e s t e s m é t o d o s f o r a m 

d e s e n v o l v i d o s t o m a n d o - s e p o r b a s e u m a m i c r o b i o t a 

t í p i ca d e p a í s e s n o s q u a i s , a s c o n d i ç õ e s d e p r o d u ç ã o , 

c o n s e r v a ç ã o e m e s m o c l i m á t i c a s , d i f e r e m , e m m u i t o , 

d a s e n c o n t r a d a s n o B r a s i l . 

1 . 1 M i c r o b i o t a d o l e i t e 

A m i c r o b i o t a d o l e i t e c r u é b a s t a n t e v a r i á v e l e 

d e p e n d e d e d i v e r s o s f a t o r e s r e l a c i o n a d o s a o s 

a n i m a i s , m a n i p u l a d o r e s e m e i o a m b i e n t e , 

i n c l u i n d o o s e q u i p a m e n t o s u t i l i z a d o s n a o r d e n h a . 

E m l e i t e s c o m c o n t a g e n s d e M A M a b a i x o d e 5 . 0 0 0 

U F C / m L , a m í n i m a c o n t a m i n a ç ã o d o p r o d u t o p e l o 

e x t e r i o r d o ú b e r e , e p e l o s e q u i p a m e n t o s r e s u l t a 

n o p r e d o m í n i o d e m i c r o r g a n i s m o s n ã o 

t e r m o d ú r i c o s d a F a m í l i a M i c r o c o c a c e a e ( i n c l u i n d o 

e s t a f i l o c o c o s ) , e e s t r e p t o c o c o s , q u e s ã o b a c t é r i a s 

d o i n t e r i o r d o ú b e r e e d a m i c r o b i o t a n o r m a l d a 

p e l e d o t e t o . 

O s g r u p o s p r e d o m i n a n t e s c o m u m e n t e s ã o : 

m i c r o c o c o s n ã o t e r m o d ú r i c o s e e s t a f i l o c o c o s ( 3 0 

a 9 9 % ) . e s t r e p t o c o c o s ( 0 a 5 0 % ) , c o r i n e f o r m e s 

( < 1 0 % ) , b a c i l o s e s p o r u l a d o s ( < 1 0 % ) e o u t r o s 

( < 1 0 % ) i n c l u i n d o a q u i o s b o l o r e s e l e v e d u r a s . 

Q u a n d o a s c o n t a g e n s d e m i c r o r g a n i s m o s 

a u m e n t a m , h á u m i n c r e m e n t o n a p o r c e n t a g e m d e 

t e r m o d ú r i c o s , c o c o b a c i l o s G r a m n e g a t i v o s , 

i n c l u s i v e c o l i f o r m e s , e m d e t r i m e n t o d o s o u t r o s 

m i c r o c o c á c e o s ( B r a r n l e y & M c K i n n o n , 1 9 9 0 ) 

G r a n d e v a r i a ç ã o n o n ú m e r o d e t e r m o d ú r i c o s 

e p s i c r o t r ó f i c o s n o l e i t e c r u t e m s i d o r e l a t a d a e 

a t r i b u í d a à d i f e r e n ç a s r e g i o n a i s , s a z o n a i s , o u 

a s s o c i a d a a m é t o d o s d e l i m p e z a e d e s i n f e c ç ã o 

d o s e q u i p a m e n t o s n a s d i f e r e n t e s p r o p r i e d a d e s 

( T h o r n a n ; & T h o m a s , 1 9 9 0 ) . 

A l g u m a s e s p é c i e s do g ê n e r o Micrococcus e o 

M i c r o b a c t e r u i m s p ( c o c o b a c i l o G r a m p o s i t i v o d o 

g r u p o c o r i n e f o r m e ) s ã o t e r m o d ú r i c o s , o r i u n d o s 

q u a s e q u e e x c l u s i v a m e n t e d o s e q u i p a m e n t o s d e 

o r d e n h a . S u a m u l t i p l i c a ç ã o n o le i te é m u i t o p o b r e , 

p o r t a n t o , q u a n d o a c o n t a g e m d e s t e s 

m i c r o r g a n i s m o s é a l t a s i g n i f i c a q u e a c a r g a 

c o n t a m i n a n t e fo i g r a n d e , i n d i c a n d o d e f i c i ê n c i a s 

n a h i g i e n i z a ç ã o e s a n i t i z a ç ã o d e e q u i p a m e n t o s 

( B r a r n l e y & M c K i n n o n , 1 9 9 0 ) . 

O t i p o d e a c o n d i c i o n a m e n t o d o l e i t e t a m b é m 

p o d e i n t e r f e r i r n a c o n t a g e m d e t e r m o d ú r i c o s . 

E s s a s c o n t a g e n s s ã o m a i o r e s e m l e i t e 

a c o n d i c i o n a d o e m l a t õ e s d o q u e q u a n d o m a n t i d o s 

s o b r e f r i g e r a ç ã o e m t a n q u e s . A h i g i e n i z a ç ã o d e 

l a t õ e s é m a i s d i f i c u l t a d a e s u a r e f r i g e r a ç ã o é 

m e n o s e f i c i e n t e . O s c o r i n e f o r m e s e n c o n t r a d o s n o 

l e i t e , t a m b é m p o d e m te r c o m o o r i g e m a á g u a . a s s i m 

c o m o o s m i c r o r g a n i s m o s G r a m n e g a t i v o s c o m o 

P s e u d o m o n a s s p , c o l i f o r m e s e o u t r o s c o c o b a c i l o s . 

A s b a c t é r i a s G r a m n e g a t i v a s , d e m o d o g e r a l , 

n ã o s ã o t e r m o d ú r i c a s , p o r t a n t o s u a p r e s e n ç a n o 

l e i t e p a s t e u r i z a d o p o d e s i g n i f i c a r r e c o n t a m i n a ç ã o , 

p a s t e u r i z a ç ã o i n a d e q u a d a o u a l t a c a r g a 

m i c r o b i a n a n a m a t é r i a - p r i m a ( B r a r n l e y & 

M c K i n n o n , 1 9 9 0 ) . M u i t a s d a s b a c t é r i a s G r a m 

n e g a t i v a s , a p e s a r d e n ã o s o b r e v i v e r e m à 

p a s t e u r i z a ç ã o , p r o d u z e m e n z i m a s p r o t e o l í t i c a s 

t e r m o e s t á v e i s . q u e a l é m d e i n t e r f e r i r n o p r o c e s s o 

d e c o a g u l a ç ã o d o l e i t e , p r o d u z e m m e t a b ó l i i o s q u e 

c o n f e r e m s a b o r e o d o r d e s a g r a d a v e i s a o p r o d u t o . 

1 .2 O l e i t e p r o d u z i d o n o B r a s i l 

O M i n i s t é r i o d a A g r i c u l t u r a e R e f o r m a A g r á r i a 

d o B r a s i l ( B r a s i l . M A R A , 1 9 9 7 ) d e t e r m i n a p a r a o 

l e i t e p a s t e u r i z a d o o s l i m i t e s d e 5 0 0 U F C / m L d e 

M A M p a r a o l e i t e t i p o A , 4 0 . 0 0 0 U F C / m L d e M A M 

p a r a o l e i t e t i p o B e 1 5 0 . 0 0 0 U F C / m L d e M A M 

p a r a o l e i t e t i p o s C , I n t e g r a l , L i g h t e D e s n a t a d o . 

N o e n t a n t o , é c o n h e c i d o q u e a s c o n t a g e n s o b t i d a s 

e m a n á l i s e s d e r o t i n a s ã o m u i t o s u p e r i o r e s a o s 

l i m i t e s e s t a b e l e c i d o s . 

E m v a r i a s p e s q u i s a s s o b r e a q u a l i d a d e 

m i c r o b i o l ó g i c a d o l e i t e p a s t e u r i z a d o , p r o d u z i d o e m 

d i v e r s a s r e g i õ e s d o B r a s i l , o s a u t o r e s e n c o n t r a r a m 

e n t r e 6 : & e 7 0 % d e a m o s t r a s f o r a d o p a d r ã o ( N a d e r 

e t a l . , 1 9 3 8 ; B e l o t i e t a l . , 1 9 9 7 ) . O u t r o a g r a v a n t e é 

q u e a s n o r m a s d o M A R A p a r a o c o n t r o l e d e 

q u a l i d a d e d o l e i t e c r u , d e t e r m i n a m q u e s e r e a l i z e 

a c o n t a g e m d e M A M a p e n a s p a r a o s l e i t e s t i p o s A 

e B , P a r a o l e i t e t i p o C , q u e c o r r e s p o n d e a 9 2 % 

d a p r o d u ç ã o n a c i o n a l , n ã o s e e x i g e e s s e c o n t r o l e 

n a m a t é r i a - p r i m a . A c o n t a g e m d e c o l i f o r m e s 

t a m b é m n ã o p r e c i s a s e r r e a l i z a d a ( B r a s i l . M A R A , 

1 9 9 7 ) . 

B a s e a d o n e s s a s i n f o r m a ç õ e s , é p o s s í v e l 

c o n c l u i r q u e p r o v a v e l m e n t e a p e n a s u m a p e q u e n a 

p o r c e n t a g e m d a i n d ú s t r i a l á c t e a b r a s i l e i r a c o n t r o l a 

c o l i f o r m e s o u m e s m o o t o t a l d e b a c t é r i a s e m l e i t e 

c r u ( B r a s i l , M A R A , 1 9 9 7 ) . 

C o m o r e s u l t a d o , o l e i t e b r a s i l e i r o a p r e s e n t a 

u m a c o n s i d e r á v e l c a r g a m i c r o b i a n a , e p o d e s e 

e s p e r a r q u e s u a m i c r o b i o t a s e j a t í p i c a d e l e i t e c o m 

c o n t a g e n s e l e v a d a s , a p r e s e n t a n d o a l t a 

p o r c e n t a g e m d e t e r m o d ú r i c o s e c o c o b a c i l o s G r a m 

n e g a t i v o s . O s m i c r o r g a n i s m o s t e r m o d ú r i c o s 
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f o r m a r ã o u m a i n d e s e j á v e l m i c r o b i o t a r e m a n e s c e n t e 

n o l e i t e p a s t e u r i z a d o , q u e t e r á d i m i n u í d o o s e u 

t e m p o d e v i d a d e p r a t e l e i r a . D e f a t o , B e l o t t ( 2 0 0 0 ) 

e s t u d a n d o a m i c r o b i o t a d o l e i t e p a s t e u r i z a d o , 

e n c o n t r o u 52% d e c o c o b a c i l o s G r a m p o s i t i v o s , 2 3 % 

d e c o c o s G r a m p o s i t i v o s e 1 7 , 1 % d e c o c o b a c i l o s 

G r a m n e g a t i v o s , e n t r e o u t r o s , e c o n c l u i u q u e a 

c o m p o s i ç ã o d e s s a m i c r o b i o t a . i n d i c a c a r ê n c i a d e 

b o a s p r á t i c a s n a p r o d u ç ã o d o l e i t e , b e m c o m o 

r e c o n t a m i n a ç ã o p ó s - p a s t e u r i z a ç ã o . C o m o 

a g r a v a n t e , a l é m d e i n a d e q u a d a p a r a l e i t e 

p a s t e u r i z a d o . e s s a m i c r o b i o t a f o r m a d a 

p r e d o m i n a n t e m e n t e p o r c o c o s e c o c o b a c i l o s G r a r n 

posit ivos, p r e j u d i c a o d e s e m p e n h o d e m é t o d o s r á p i d o s 

p a r a c o n t a g e m d e M A M . 

2 M É T O D O S R Á P I D O S P A R A E N U M E R A Ç Ã O 

D E M I C R O R G A N I S M O S E M A U M E N T O S 

2.1 P e t r i f i l m ™ ( 3 M C o m p a n y , S t . P a u l , E U A ) , 

O s i s t e m a P e t r i f i l m ™ é c o m p o s t o p o r u m 

s i s t e m a d e f i l m e d u p l o : u m f i l m e q u e s e r v e d e 

b a s e , r e c o b e r t o c o m n u t r i e n t e s d e s i d r a t a d o s e 

a g e n t e s g e l e i f i c a n t e s s o l ú v e i s à f r i o , e u m f i l m e 

s u p e r i o r , d e p o l i e t i l e n o , q u e c o n t é m u m i n d i c a d o r 

d e c o r e a g e n t e s g e l e i f i c a n t e s ( V a s a v a d a , 1 9 9 3 ) . 

A a m o s t r a , d i l u í d a o u n ã o , é i n o c u l a d a n a 

s u p e r f í c i e d o f i l m e b a s e e o f i l m e s u p e r i o r é 

s o b r e p o s t o . C o m o a u x i l i o d e u m d i f u s o r p l á s t i c o , a 

a m o s t r a é e s p a l h a d a e m u m a á r e a d e t e r m i n a d a . 

A p ó s s o l i d i f i c a ç ã o d a s u b s t a n c i a g e l e i f i c a n t e , o 

c o n j u n t o é i n c u b a d o n a t e m p e r a t u r a e t e m p o 

i n d i c a d o s p e l o f a b r i c a n t e . A p ó s a i n c u b a ç ã o , a s 

c o l ô n i a s v i s í v e i s s ã o e n u m e r a d a s e o r e s u l t a d o é 

e x p r e s s o e m U F C / m L . 

O s i s t e m a P e t r i f i l m ™ , p a r t i c u l a r m e n t e , t e m 

r e c e b i d o , g r a n d e a c e i t a ç ã o c o m o a l t e r n a t i v o a o 

m é t o d o p a d r ã o d e s e m e a d u r a p o r p r o f u n d i d a d e 

d e c o n t a g e m e m p l a c a s n a a n a l i s e m i c r o b i o l ó g i c a 

d e a l i m e n t o s ( B e a u c h a t e t a l . , 1 9 9 8 ) . A s p l a c a s 

P e t r i f i l m ™ p a r a a c o n t a g e m d e M A M e d e 

c o l i f o r m e s e m l e i t e e d e r i v a d o s s ã o r e c o n h e c i d a s 

p e l a A s s o c i a t i o n o f O f f i c i a l A n a l y t i c a l C h e m i s t s e 

S t a n d a r d M e t h o d s f o r E x a m i n a t i o n o f D a i r y 

P r o d u c t s ( C u r i a l e & . F a h e y . 1 9 8 9 ) . 

V á r i a s v e r s õ e s d o P e t r i f i l m ™ e s t ã o d i s p o n í v e i s 

n o m e r c a d o : p a r a c o n t a g e m d e a e r ó b i o s m e s ó f i l o s 

( A C ) , c o l i f o r m e s ( C C , H S C C ) , c o l i f o r m e s e 

Escherichia c o l i ( E C ) , e n t e r o b a c t é r i a s ( E B ) , 

Sataphylococcus a u r e u s ( R S A ) e b o l o r e s e 

l e v e d u r a s ( Y M ) . 

O P e t r i f i l m ™ A C p o s s u i o s m e s m o s n u t r i e n t e s 

e n c o n t r a d o s n o á g a r p a d r ã o d e c o n t a g e m { P C A ) e 

o i n d i c a d o r c l o r e t o d e t r i f e n i l t e t r a z ó l i o ( T T C ) , q u e 

q u a n d o r e d u z i d o p e l a s c o l ô n i a s e m c r e s c i m e n t o , 

c o n f e r e a e l a s a c o l o r a ç ã o v e r m e l h a . A l e i t u r a da 

p l a c a d e P e t r i f i l m r M A C i n o c u l a d a p o d e s e r 

r e a l i z a d a a p ó s i n c u b a ç ã o a 3 5 u C p o r 4 8 h . 

G i n n e t al. ( 1 9 8 4 ) r e l a t a r a m q u e o P e t r i f i l m ™ 

A C r e v e l a , d e f o r m a g e r a l , c o n t a g e n s m e n o r e s d e 

M A M e m l e i t e c r u q u a n d o c o m p a r a d o á 

m e t o d o l o g i a p a d r ã o d e c o n t a g e m e m p l a c a s . A 

e x p l i c a ç ã o f o r n e c i d a p e l o s a u t o r e s p a r a o s s o 

a n o r m a l i d a d e é a p o s s i b i l i d a d e d o T T C f u n c i o n a r 

c o m o i n i b i d o r d e c r e s c i m e n t o d e a l g u m a s e s p é c i e s 

d e m i c r o r g a n i s m o s . A p e s a r d e s s a c o n s t a t a ç ã o , o s 

a u t o r e s c o n s i d e r a r a m o s i s t e m a P e t r i f i l m Í M A C 

a p r o p r i a d o c o m o u m m é t o d o a l t e r n a t i v o p a r a 

c o n t a g e m d e m i c r o r g a n i s m o s v i á v e i s e m l e i t e c r u 

n a r o t i n a l a b o r a t o r i a l . 

E m e s t u d o c o l a b o r a t i v o r e a l i z a d o p o r G i n n e t 

aí. ( 1 9 8 6 ) , f o i p e s q u i s a d a a u t i l i z a ç ã o d o 

P e t r i f i l m ™ A C p a r a e n u m e r a ç ã o d e M A M e m l e i t e s 

c r u e p a s t e u r i z a d o h o m o g e n e i z a d o . O s r e s u l t a d o s 

p e r m i t i r a m a o s a u t o r e s c o n c l u í r e m q u e o 

P e t r i f i l m ™ A C p o d e s e r u t i l i z a d o c o m o u m a 

a l t e r n a t i v a ã m e t o d o l o g i a p a d r ã o . 

M c A I l i s l e r e t al. ( 1 9 8 7 ) r e a l i z a r a m u m e s t u d o 

c o m p a r a n d o o P e t r i f i l m r " A C c o m o m é t o d o 

p a d r ã o p a r a e n u m e r a ç ã o d e M A M e m d e r i v a d o s 

d e l e i t e . O s a u t o r e s n ã o e n c o n t r a r a m d i f e r e n ç a s 

s i g n i f i c a n t e s e n t r e p r o d u t o s d e s n a t a d o s e n ã o 

d e s n a t a d o s p a r a a s c o n t a g e n s e m a m b o s o s 

m é t o d o s , o q u e i n d i c a q u e a g o r d u r a d o l e i t e n ã o 

i n f l u e n c i a o d e s e m p e n h o d o P e t r i f i l m ™ A C . 

C o n s i d e r a n d o t o d a s a s a m o s t r a s a n a l i s a d a s , o s 

a u t o r e s e n c o n t r a r a m u m a c o r r e l a ç ã o d e 0 , 9 8 c o m 

o m é t o d o p a d r ã o , i n d i c a n d o a v i a b i l i d a d e d a 

u t i l i z a ç ã o d o P e t r i f i l m ™ A C p a r a d e r i v a d o s d e 

l e i t e . 

E m o u t r o e s t u d o c o l a b o r a t i v o r e a l i z a d o p o r 1 1 

l a b o r a t ó r i o s , ( C u r i a l e & F a h e y , 1 9 8 9 ) o P e t r i f i l m ™ 

A C f o i a v a l i a d o p a r a a e n u m e r a ç ã o d e M A M e m 

d e r i v a d o s d e l e i t e ( a c h o c o l a t a d o , q u e i j o 

p a s t e u r i z a d o , l e i t e e m p ó d e s n a t a d o , l e i t e 

e v a p o r a d o e s o r v e t e d e c r e m e ) . D e a c o r d o c o m 

o s r e s u l t a d o s , o s a u t o r e s c o n c l u í r a m q u e o 

P e t r i f i l m t e v e u m d e s e m p e n h o t ã o b o m q u a n t o 

à m e t o d o l o g i a p a d r ã o . 

U m a a v a l i a ç ã o d o P e t r i f i l m ™ A C p a r a 

c o n t a g e m d e M A M e m l e i t e c r u f o i r e a l i z a d a p o r 

1 4 l a b o r a t ó r i o s , c o m p a r a n d o - o c o m a m e t o d o l o g i a 

p a d r ã o ( P i t o n & G r a p p i n , 1 9 9 1 ) . O s r e s u l t a d o s 

i n d i c a r a m b o a s r e p e t i b i l i d a d e e r e p r o d u t i b i l i d a d e 

d o s i s t e m a P e t r i f i l m ™ A C . 

C h a i n & F u n g ( 1 9 9 1 ) a v a l i a r a m a e f i c i ê n c i a d o 

P e t r i f i l m ™ A C p a r a c o n t a g e m d e M A M e m l e i t e 

c r u , c o m p a r a n d o - o c o m a m e t o d o l o g i a t r a d i c i o n a l 
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e m p l a c a s e c o m o u t r o s s i s t e m a s ( R e d i g e l ™ , S p i r a l 

P l a t e I M , I s o g r i d ™ } e e n c o n t r a r a m u r n a c o r r e l a ç ã o 

d e 0 . 9 9 e m t o d a s a s c o m p a r a ç õ e s . A l é m d a a l t a 

c o r r e l a ç ã o e n c o n t r a d a , o s a u t o r e s d e s c r e v e r a m 

c o m o v a n t a g e n s p a r a o u s o d o P e t r i f i l m ™ A C a 

p r a t i c i d a d e d e s e m e a d u r a . a f a c i l i d a d e n a 

v i s u a l i z a ç ã o e c o n t a g e m d e c o l ô n i a s e o p o u c o 

e s p a ç o r e q u i s i t a d o p a r a e s t o c a g e m e i n c u b a ç ã o , 

q u e c o r r e s p o n d e a c e r c a d e 1 0 % d o e s p a ç o 

r e q u i s i t a d o p e l a m e t o d o l o g i a t r a d i c i o n a l . A ú n i c a 

d e s v a n t a g e m c i t a d a f o i a n e c e s s i d a d e d e m u i t o 

c u i d a d o n a s e m e a d u r a , n o m o m e n t o d e e s p a l h a r a 

a m o s t r a c o m o d i f u s o r p l á s t i c o d o s i s t e m a , 

m o m e n t o e m q u e . s e g u n d o o s a u t o r e s , p o d e o c o r r e r 

u m a p e r d a p a r c i a l d a a m o s t r a . 

S e n i k e t al. ( 1 9 8 7 ) i n d i c a r a m u m a f a l t a d e 

e q u i v a l ê n c i a e n t r e o s r e s u l t a d o s o b t i d o s n o 

P e t r i f i l m ™ A C e n o m é t o d o p a d r ã o d e c o n t a g e m 

d e M A M e m l e i t e p a s t e u r i z a d o , p r o v a v e l m e n t e 

d e v i d o ã c o n s t i t u i ç ã o d a m i c r o b i o t a l á c t e a d a s 

a m o s t r a s a n a l i s a d a s , r e s u l t a n d o e m c o n t a g e n s d e 

M A M m a i s b a i x a s n o P e t r i f i l m ™ A C . 

A i n d a e m l e i t e p a s t e u r i z a d o , B e l o t i e t a l . 

( 1 9 9 9 b ) v e r i f i c a r a m q u e o d e s e m p e n h o d o 

P e t r i f i l m ™ A C é p r e j u d i c a d o p e l a p r e s e n ç a 

m a r c a n t e d e m i c r o r g a n i s m o s t e r m o d ú r i c o s n a 

m i c r o b i o t a d o l e i t e b r a s i l e i r o . E s s e s 

m i c r o r g a n i s m o s a p r e s e n t a m b a i x a c a p a c i d a d e 

r e d u t o r a d o T T C o u n ã o o r e d u z e m , e d e s s a f o r m a , 

n ã o p r o d u z e m c o l ô n i a s v e r m e l h a s , n ã o s e n d o 

i d e n t i f i c a d o s p e l o m é t o d o . 

P a r a a c o n t a g e m d e c o l i f o r m e s . a s p l a c a s 

P e t r i f i l m ™ ' C C e H S C C p o s s u e m o s n u t r i e n t e s 

e n c o n t r a d o s n o á g a r v e r m e l h o v i o l e t a b i l e ( V R B ) , 

T T C e a g e n t e s s e l e t i v o s . O s c o l i f o r m e s c r e s c e m 

e r e d u z e m o T T C , a s s u m i n d o a c o l o r a ç ã o 

v e r m e l h a , a l é m d e f e r m e n t a r a l a c t o s e e 

p r o d u z i r e m g á s , q u e a p a r e c e a s s o c i a d o á s 

c o l ô n i a s . P a r a i d e n t i f i c a ç ã o d e E . coli, a p l a c a d e 

P e t r i f i l m ™ ' E C , a l é m d o s c o m p o n e n t e s j á c i t a d o s 

p r e s e n t e s n o C C e H S C C , c o n t é m o 5 - b r o m o - 4 -

e l o r o - 3 - i n d o l i l - b - D - g l u c u r o n i d e o ( B C I D ) , q u e i n d i c a 

a a t i v i d a d e g l u c u r o n i d á s i c a d a E . coli. C e r c a d e 

9 7 % d a s c e p a s d e E . coli p r o d u z e m a e n z i m a 

g l u c u r o n i d a s e , q u e c l i v a o B C l O e l i b e r a o 

i n d i c a d o r q u e t o r n a a c o l ô n i a a z u l , s e m p r e 

a s s o c i a d a a b o l h a s d e g á s p r o d u z i d a s p e l a 

f e r m e n t a ç ã o d a l a c t o s e . N o r m a l m e n t e , a s p l a c a s 

p a r a c o n t a g e m d e c o l i f o r m e s s ã o i n c u b a d a s p o r 

2 4 h a 3 5 ° C , p o r é m p o d e m s e r n e c e s s á r i a s 2 4 h 

a d i c i o n a i s p a r a i d e n t i f i c a ç ã o d a s c o l ô n i a s d e E . 

coli. 

E s t u d o s r e a l i z a d o s p o r M a t n e r e t al. ( 1 9 9 0 ) 

d e m o n s t r a r a m u m a m a i o r s e n s i b i l i d a d e e 

s i m p l i c i d a d e d o P e t r i f i l m ™ E C , a l é m d e s e r m a i s 

r á p i d o e d e b a i x o c u s t e , q u a n d o c o m p a r a d o c o m 

o m é t o d o p a d r ã o d e c o n t a g e m e m p l a c a s q u e 

u t i l i z a o V R B , 

N e l s o n e t al. ( 1 9 3 4 ) c o m p a r a r a m o P e t r i f i l m ™ 

E C c o m a t é c n i c a d e t u b o s m ú l t i p l o s , u t i l i z a n d o 

o s c a l d o s L a u r i l S u l f a t o e o L a c t o s a d o B i l e V e r d e 

B r i l h a n t e , e o p l a q u e a m e n t o c o n v e n c i o n a l e m V R B 

p a r a e n u m e r a ç ã o d e c o l i f o r m e s e m l e i t e c r u O s 

a u t o r e s r e l a t a r a m u m a c o r r e l a ç ã o d e 0 , 9 3 e n t r e o 

P e t r i f i l m ™ E C e o V R B e 0 , 9 0 e n t r e o P e t r i f i l m ™ 

E C e o m é t o d o d e N ú m e r o M a i s P r o v á v e l ( N M P ) 

n a t é c n i c a d o s t u b o s m ú l t i p l o s c o m a m b o s o s 

c a l d o s u t i l i z a d o s . 

C u r i a l e e t a l . ( 1 9 9 1 ) a v a l i a r a m o P e t r i f i l m ' " E C 

c o m p a r a n d o - o c o m o m é t o d o d e N M P e m t u b o s 

c o m o o b j e t i v o d e e n u m e r a r c o l i f o r m e s e m l e i t e . 

N e s s a p e s q u i s a f o r a m u t i l i z a d a s c e p a s p u r a s d e 

E. coli, Enterobacter aerogenes e K i e b s i e l l a 

pneumoniae, q u e f o r a m i n o c u l a d a s e m l e i t e 

e s t e r i l i z a d o l a b o r a t o r i a l m e n t e . O s a u t o r e s 

r e l a t a r a m u m a c o r r e l a ç ã o d e 0 . 9 1 3 e n t r e o 

P e t r i f i l m ™ E C e o m é t o d o p a d r ã o a l é m d e 

c o n s t a t a r e m a l t a r e p e t i b i l i d a d e e r e p r o d u t i b i l i d a d e . 

B e l o t i ( 2 0 0 0 ) a v a l i o u a e f i c i ê n c i a d o P e t r i f i l m r M 

E C e m l e i t e p a s t e u r i z a d o c o m p a r a n d o - o c o m o 

m é t o d o p a d r ã o d e c o n t a g e m d e c o l i f o r m e s e m 

p l a c a s , q u e u t i l i z a o á g a r V e r m e l h o V i o l e t a B i l e 

( V R B ) , o b t e n d o u m a c o r r e l a ç ã o d e 0 , 8 0 2 . O s 

r e s u l t a d o s i n d i c a r a m u m a c o i n c i d ê n c i a d e 

r e s u l t a d o s e m 4 2 , 5 % d a s a m o s t r a s a n a l i s a d a s . 

E n t r e t a n t o , 4 1 , 4 % d o s r e s u l t a d o s f o r a m m a i o r e s 

n o P e t r i f i l m ™ E C , i n d i c a n d o q u e a b a i x a 

c o r r e l a ç ã o s e d e v e a u m a m a i o r s e n s i b i l i d a d e 

d e s t e s i s t e m a . 

2 . 2 S i m P l a t e ™ ( B i o C o n t r o l S y s t e m s , I n c . , 

B e l l e v u e , W A , E U A ) 

O s i s t e m a S i m P l a t e l M f o i d e s e n v o l v i d o p e l a 

I D E X X L a b . I n c . , W e s t b r o o k , M A , E U A . c o m o 

o b j e t i v o d e o f e r e c e r u m d i a g n ó s t i c o r á p i d o e 

p r a t i c o n a d e t e c ç ã o d e d i v e r s o s m i c r o r g a n i s m o s 

p r e s e n t e s e m a l i m e n t o s , f o r n e c e n d o r e s u l t a d o s e m 

N ú m e r o M a i s P r o v á v e l ( N M P ) b a s e a d o n a 

p o s i t i v i d a d e d e 8 4 c a v i d a d e s d e u m a p l a c a 

e s p e c i a l m e n t e d e s e n v o l v i d a . A a m o s t r a a s e r 

a n a l i s a d a é a d i c i o n a d a a o m e i o d e c u l t u r a e a 

m i s t u r a é t r a n s f e r i d a p a r a a p l a c a d e S i m P l a t e ™ . 

A p ó s a r e t i r a d a d o e x c e s s o d e l i q u i d o , a p l a c a é 

i n v e r t i d a e i n c u b a d a a 3 5 ° C p o r 2 4 h . O t o t a l de 

m i c r o r g a n i s m o s v i á v e i s é d e t e r m i n a d o p e l o 

n ú m e r o d e c a v i d a d e s c o m r e s u l t a d o p o s i t i v o q u e 

c o r r e s p o n d e a u m v a l o r d e N M P d e U F C , c o n f o r m e 

u m a t a b e l a d e e q u i v a l ê n c i a f o r n e c i d a p e l o f a b r i c a n t e . 

A p r i m e i r a f o r m u l a ç ã o d o m e i o d e c u l t u r a 

Semina: Ci. Agrár ias, Londrina, v. 2 1 . n. 1, p- 115-126. mar. 2000 1 1 9 



u t i l i z a d o p a r a d e t e r m i n a r c o n t a g e m t o t a l d e M A M 

n o s i s t e m a S i r n P l a t e ™ s e b a s e a v a n a T e c n o l o g i a 

d e M ú l t i p l a s E n z i m a s ( T o w n s e n d & N a q u i . 1 9 9 8 ) . 

O m e i o d e c u l t u r a u t i l i z a d o e r a c o m p o s t o p o r 

v á r i o s s u b s t r a t o s p a r a m ú l t i p l a s e n z i m a s , q u e 

q u a n d o p r o d u z i d a s p e l o s m i c r o r g a n i s m o s 

m e t a b o l i z a v a m o s r e f e r i d o s s u b s t r a t o s q u e 

l i b e r a v a m 4 - m e t i l - u m b e l i f e r o n a . s u b s t â n c i a q u e 

f l u o r e s c e q u a n d o e x p o s t a à l u z u l t r a v i o l e t a 

( 3 6 5 n m ) ( B e a u c h a t et al., 1998). C o n s i d e r a v a m -

s e c o m o c a v i d a d e s p o s i t i v a s , a q u e l a s q u e 

a p r e s e n t a s s e m f l u o r e s c ê n c i a á luz . u l t r a v i o l e t a a p ó s 

2 4 h d o i n c u b a ç ã o a 3 5 c C . 

O S i m P l a t e ™ T o t a l P l a t e C o l o r ( T P C ) f o i 

a v a l i a d o p a r a e n u m e r a ç ã o d e M A M e m a l i m e n t o s 

( B e a u c h a t e t a l . , 1 9 9 8 ) , e c o m p a r a d o c o m o m é t o d o 

p a d r ã o d e c o n t a g e m e m p l a c a s , P e t r i f i l m e 

R e d i g e l . O s a u t o r e s e n c o n t r a r a m a l t a c o r r e l a ç ã o 

e m t o d a s a s c o m p a r a ç õ e s ( 0 . 9 7 ) . T a m b é m f o i 

d e s c r i t a c o m o v a n t a g e m a a u s ê n c i a d a 

n e c e s s i d a d e d e p r e p a r o e e s t e r i l i z a ç ã o d o m e i o 

d e c u l t u r a . A d e s v a n t a g e m e n c o n t r a d a f o i a 

i m p o s s i b i l i d a d e d e s e o b t e r c o l ô n i a s i s o l a d a s e a 

i m p r e c i s ã o d a d e t e r m i n a ç ã o d o n ú m e r o d e 

m i c r o r g a n i s m o s p r e s e n t e s n o a l i m e n t o , j á q u e é u m a 

t é c n i c a q u e s e b a s e i a e m N ú m e n o M a i s P r o v á v e l . 

B e l o t i ( 2 0 0 0 ) a v a l i a n d o o d e s e m p e n h o d o 

S i r n P l a t e ™ T P C p a r a e n u m e r a ç ã o d e M A M e m 

l e i t e p a s t e u r i z a d o e n c o n t r o u v a r i a ç ã o n o n ú m e r o 

d e c a v i d a d e s f l u o r e s c e n t e s q u a n d o a l e i t u r a s e 

r e a l i z a v a n o s e x t r e m o s d a d i s t â n c i a p r e c o n i z a d a 

p e l o f a b r i c a n t e ( 1 2 a 1 5 c m ) , p r o v o c a n d o u m a 

g r a n d e m a r g e m d e d ú v i d a n a l e i t u r a d a s p l a c a s . 

A l é m d i s s o , Foi e n c o n t r a d a u m a b a i x a c o r r e l a ç ã o 

{ 0 , 7 1 ) e n t r e o s i s t e m a e a m e t o d o l o g i a t r a d i c i o n a l 

d e c o n t a g e m d e a e r ó b i o s m e s ó f i l o s e m p l a c a s 

( P C A ) , d e v i d o a a l t a f r e q ü ê n c i a n o l e i t e d e 

m i c r o r g a n i s m o s q u e n ã o m e t a b o l i z a v a m o s 

s u b s t r a t o s d i s p o n í v e i s n o m e i o d e c u l t u r a e , d e s s a 

f o r m a , n ã o e m i t i a m f l u o r e s c ê n c i a , r e s u l t a n d o e m 

c a v i d a d e s f a l s o - n e g a t i v a s . 

O S i r n P l a t e ™ T P C C o l o r I n d i c a t o r ( C l ) 

r e c e n t e m e n t e l a n ç a d o n o m e r c a d a p a r a 

e n u m e r a ç ã o d e M A M u t i l i z a u m p r i n c í p i o d i f e r e n t e , 

n o q u a l o m e i o d e c u l t u r a T P C c o n t é m a s u b s t â n c i a 

i n d i c a d o r a r e s a z u r i n a , d e c o l o r a ç ã o a z u l e s c u r a 

q u a n d o e s t á n a f o r m a n ã o r e d u z i d a O c r e s c i m e n t o 

b a c t é r i a n o p r o v o c a u m a a l t e r a ç ã o d o p o t e n c i a l d e 

o x i - r e d u ç ã o . c a u s a n d o r e d u ç ã o d o m e i o e 

r e s u l t a n d o n a m u d a n ç a d a c o r d o i n d i c a d o r , A 

r e s a z u r i n a r e d u z i d a a s s u m e a c o l o r a ç ã o r o s a , 

d e v i d o à f o r m a ç ã o d e r e s o r u f i n a , q u e p o r s u a v e z 

p o d e f o r m a r d í h i d r o r e s o r u f i n a q u e v a r i a e n t r e o 

i n c o l o r e o a m a r e l a d o ; e s s a s s ã o a s c o r e s 

o b s e r v a d a s n a s c a v i d a d e s c o m r e s u l t a d o p o s i t i v o 

d o S i r n P l a t e ™ T P C C l . P o r t a n t o , q u a l q u e r a l t e r a ç ã o 

d a c o r o r i g i n a l ( a z u l ) é c o n s i d e r a d a r e s u l t a d o 

p o s i t i v o . 

U m a a v a l i a ç ã o d o S i r n P l a t e ™ T P C C l p a r a 

c o n t a g e m d e M A M e m a l i m e n t o s f o i r e a l i z a d a 

( S m i t h & T o w n s e n d , 1999} c o m p a r a n d o - o c o m o 

m é t o d o p a d r ã o d e c o n t a g e m e m p l a c a s , 

P e t r i f t l m ™ e R e d i g e . O s r e s u l t a d o s r e v e l a r a m 

u m a c o r r e l a ç ã o d e 0,94 d o S i r n P l a t e ™ T P C C l 

c o m o m é t o d o p a d r ã o , 0 ,92 c o m o P e t r i f i l m ™ e 

0 ,97 c o m o R e d i g e l ™ . E m t o d a s a s o c a s i õ e s , f o i 

c o n s i d e r a d a c o m o o f i c i a l a l e i t u r a e m 2 4 h d o 

S i m P l a t e ™ T P C C l . 

N e r o ( 2 0 0 0 ) a v a l i o u o d e s e m p e n h o d o 

S i m P l a t e ™ T P C C l p a r a e n u m e r a ç ã o d e M A M e m 

142 a m o s t r a s d e le i te p a s t e u r i z a d o , c o m p a r a n d o -

o c o m o m é t o d o p a d r ã o d e c o n t a g e m e m p l a c a s , 

u t i l i z a n d o Á g a r P a d r ã o p a r a C o n t a g e m e m p l a c a s 

( P C A ) . O s r e s u l t a d o s r e v e l a r a m u m a c o r r e l a ç ã o 

e n t r e o s m é t o d o s d e 0 ,68 e v a r i ã n c i a d e 0 , 7 6 , 

q u a n d o a l e i t u r a fo i r e a l i z a d a e m 2 4 h , c o n f o r m e 

o r i e n t a ç ã o d o f a b r i c a n t e . N o e n t a n t o , p a r a l e i t u r a 

e m 4 8 h a c o r r e l a ç ã o foi d e 0,91 e a v a r i â n c i a . d e 

0 ,084 . A m e s m a p e s q u i s a r e v e l o u q u e a c o r r e l a ç ã o 

o b s e r v a d a m e l h o r a à m e d i d a q u e m e l h o r a a 

q u a l i d a d e d o l e i t e a n a l i s a d o , i n d e p e n d e n t e d o 

t e m p o d e i n c u b a ç ã o d o S i m P l a t e ™ T P C C l . 

S e n d o u m m e i o d e c u l t u r a q u e n ã o d e p e n d e 

d a u t i l i z a ç ã o d e s u b s t r a t o s e n z i m á t i c o s e s p e c í f i c o s 

p a r a i n d i c a r a p r e s e n ç a d e b a c t é r i a s , o T P C C l 

p o d e s e r u t i l i z a d o s e m s o f r e r n e n h u m a i n t e r f e r ê n c i a 

d e p o s s í v e i s e n z i m a s n a t u r a l m e n t e p r e s e n t e s n o s 

a l i m e n t o s ( S m i t h & T o w n s e n d , 1999). 

A r e s a z u r i n a é u m i n d i c a d o r u t i l i z a d o n a p r o v a 

d a r e d u t a s e d o l e i t e q u e é u m m é t o d o i n d i r e t o , 

p o r é m b a s t a n t e r á p i d o , p a r a d e t e r m i n a ç ã o d a 

q u a l i d a d e b a c t e r i o l ó g i c a d o l e i t e e m f u n ç ã o d o 

m e t a b o l i s m o r e d u t o r d e d i v e r s o s m i c r o r g a n i s m o s . 

N e s s e t e s t e , o t e m p o d e r e d u ç ã o d o c o r a n t e é 

i n v e r s a m e n t e p r o p o r c i o n a l à q u a n t i d a d e d e b a c t é r i a s 

p r e s e n t e s n o l e i t e , s e n d o p o r t a n t o a p e n a s u m a p r o v a 

e s t i m a t i v a , n ã o d e t e r m i n a n d o a q u a n t i d a d e e x a t a 

d e m i c r o r g a n i s m o s p r e s e n t e s n o l e i t e . 

O t e s t e d e r e d u ç ã o p e l a r e s a z u r i n a t e m s i d o 

u t i l i z a d o p o r m u i t o s a n o s p e l a i n d ú s t r i a l á c t e a 

c o m o u m i n d i c a d o r d a q u a l i d a d e h i g i ê n i c a d o l e i t e 

c r u . E n t r e t a n t o , n ã o p r o d u z r e s u l t a d o s q u e p o s s a m 

s e r c o n f i a v e l m e n t e c o r r e l a c i o n a d o s c o m a 

c o n t a g e m b a c t e r i a n a e m l e i t e , s e n d o e x p l í c i t a a 

r e c o m e n d a ç ã o d e q u e o s r e s u l t a d o s n ã o d e v e m 

s e r d i v u l g a d o s e m t e r m o s d e n ú m e r o b a c t é r i a n o 

e m n e n h u m a c i r c u n s t â n c i a ( H o l l e y e t al., 1 9 7 7 ) . 

O S i m P l a t e ™ T P C C l , e n t r e t a n t o , n ã o s e 

b a s e i a n o t e m p o d e r e d u ç ã o d a r e s a z u r i n a , c o m o 

o c o r r e n a p r o v a d a r e d u t a s e , e s i m n a q u a n t i d a d e 
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d e c a v i d a d e s q u e a p r e s e n t a m r e d u ç ã o d o i n d i c a d o r 

d e v i d o a o c r e s c i m e n t o b a c r e r i a n o e m 2 4 h , q u e 

c o r r e s p o n d e a u m v a l o r e m N M P d e U F C / m L . 

A i n d a e x i s t e m F a t o r e s q u e d e v e m s e r 

c o n s i d e r a d o s , c o m o o f a t o d e Streptococcus 

a g a l a c t i a o , B a c i l l u s subtilis, m i c r o r g a n i s m o s 

p s i c c ó f i l o s e t e r m o d ú r i c o s s e r e m d o t a d o s d e m e n o r 

a t i v i d a d e r e d u t o r a . O s m i c r o r g a n i s m o s p r o d u t o r e s 

d e á c i d o l á t i c o r e d u z e m c o m m a i o r r a p i d e z q u e 

o s n ã o p r o d u t o r e s . B a c t é r i a s p s i c r o t r ó f i c a s G r a m 

n e g a t i v a s c o m o Pseudomonas s p , Achromobacter 

s p : Alcaligenes s p , F l a v o b a c t o r i u m s p r e d u z e m 

l e n t a m e n t e a r e s a z u r i n a . 

A v e l o c i d a d e d e r e d u ç ã o d e p e n d e d a 

h a b i l i d a d e d o s m i c r o r g a n i s m o s e m t r a n s f e r i r 

e l é t r o n s p r e s e n t e s n o m e i o p a r a o o x i g ê n i o , e p a r a 

a r e s a z u r i n a ( V e n k i t a n a r a y a n a n et al., 1 9 9 7 ) . A 

m o l é c u l a d e r e s a z u r i n a p o s s u i u m a c o n s i d e r á v e l 

q u a n t i d a d e d e o x i g ê n i o l i v r e , o q u e i n d i c a s e r u m 

b o m r e c e p t o r d e e l é t r o n s , 

L e u c ó c i t o s p r e s e n t e s n o l e i t e c r u p o s s u e m 

g r a n d e c a p a c i d a d e r e d u t o r a ; a e x p o s i ç ã o m a i o r à 

l u z , a s s i m c o m o a p r e s e n ç a d e o x i g ê n i o n o l e i t e , 

t a m b é m p o d e m i n t e r f e r i r n o s r e s u l t a d o s d a 

r e d u t a s e . Q u a n t o m a i o r a p o p u l a ç ã o b a c t é r i a n a e 

c e l u l a r , c o m p o s t a p o r l e u c ó c i t o s . m a i s 

r a p i d a m e n t e a r e s a z u r i n a é r e d u z i d a ( B a k e r e t e t . , 

1 9 4 2 ) . S u a s e n s i b i l i d a d e á p r e s e n ç a d e l e u c ó c i t o s 

i n d i c a c o m f a c i l i d a d e a p r e s e n ç a d e c o l o s t r o o u 

l e i t e m a s t í t i c o . 

O t e m p o r e q u e r i d o p a r a a r e d u ç ã o d a 

r e s a z u r i n a é b e m m e n o r q u a n d o c o m p a r a d o a o 

t e m p o d e r e d u ç ã o d o a z u l d e m e t i l e n o , d e v i d o á 

s u a a l t a s e n s i b i l i d a d e á s v a r i a ç õ e s d o p o t e n c i a l 

d e o x i r e d u ç ã o d o l e i t e , p r o m o v i d o p e l a s b a c t é r i a s , 

l e u c õ c i t o s e l u z . O a z u l d e m e t i l e n o n e c e s s i t a d e 

u m p o t e n c i a l d e r e d u ç ã o e l e v a d o p a r a m o s t r a r 

a l t e r a ç ã o d e c o r . 

• O s i s t e m a S i m P l a t e ™ a i n d a p o d e s e r u t i l i z a d o 

p a r a d e t e c t a r e q u a n t i f i c a r c o l i f o r m e s t o t a i s e 

E . coli ( C E c ) e m a l i m e n t o s , c o m l e i t u r a e m 2 4 h , 

s e m a n e c e s s i d a d e d e p a s s o s c o n f i r m a t ó r i o s 

( T o v n s e n d e t al., 1 9 9 8 ) . A p l a c a u t i l i z a d a é o 

p r i n c í p i o d e c o n t a g e m s ã o o s m e s m o s 

e m p r e g a d o s p a r a c o n t a g e m t o t a l , d i f e r e n c i a n d o -

s e a p e n a s o m e i o d e c u l t u r a u t i l i z a d o , q u e 

e m p r e g a a t e c n o l o g i a d o s u b s t r a t o d e f i n i d o . U m 

d o s n u t r i e n t e s p r e s e n t e s n o m e i o d e c u l t u r a é o 

v e r m e l h o c l o r o f e n o l B - D - g a l a c t o p i r a n o s í d e o 

( C P R G ) , q u e q u a n d o c l i v a d o p e l a p - D - g a l a c f o s i d a s e , 

p r e s e n t e e m t o d o s o s c o l i f o r m e s , t o r n a - s e v e r m e l h o . 

A i d e n t i f i c a ç ã o d e E . c o l i é f e i t a p e l a e n z i m a £ - D -

g l u c u r o n i d a s e , q u e q u e b r a o 4 - m e t i l - u m b e l i f e r i l p -

D - g l u c u n o n i d e o ( M U G ) , l i b e r a n d o a u m b e l i f e r o n a , 

q u e f l u o r e s c e à l u z u l t r a v i o l e t a . 

T o w n s e n d e t a l . , ( 1 9 9 3 ) a v a l i a r a m o S i m P l a t e ™ 

C E c p a r a e n u m e r a ç ã o d e c o l i f o r m e s e E . c o l i e m 

a l i m e n t o s , c o m p a r a n d o - o c o m o P e t r i f i l m ™ E C , 

t é c n i c a d e N M P n o s i s t e m a d e t u b o s m ú l t i p l o s e 

p l a q u e a m e n t o e m V R B + M U G . O S i m P l a t e ™ C E c 

a p r e s e n t o u c o r r e l a ç ã o b o a q u a n d o c o m p a r a d o 

c o m o s o u t r o s m é t o d o s (rv-: 0 , 9 0 ) p a r a a d e t e c ç ã o 

e a q u a n t i f i c a ç ã o d e c o l i l o r m e s . R e s u l t a d o s 

s e m e l h a n t e s f o r a m e n c o n t r a d o s p a r a e n u m e r a ç ã o 

de E . coli ( r > 0 . 8 6 ) , i n d i c a n d o a e q u i v a l ê n c i a do 

S i m P l a t e ™ C E c a o s o u t r o s m é t o d o s a v a l i a d o s 

p a r a e n u m e r a ç ã o de c o l i f o r m e s e E . coli. 

B e l o t i ( 2 0 0 0 ) a v a l i o u o S i m P l a t e ™ C E c p a r a 

e n u m e r a ç ã o d e c o l i f o r m e s e c o l i e m 1 4 5 

a m o s t r a s d e l e i t e p a s t e u r i z a d o c o m p a r a n d o - o c o m 

a t é c n i c a d e f e r m e n t a ç ã o e m t u b o s m ú l t i p l o s 

u t i l i z a n d o o C L B V B . O s r e s u l t a d o s i n d i c a r a m 

a u s ê n c i a d e c o r r e l a ç ã o e n t r e o s m é t o d o s . 

E m f e v e r e i r o d e 2 0 0 0 . a B i o C o n t r o l S y s t e m s , 

I n c . a n u n c i o u a o b t e n ç ã o d a p a t e n t e d e t r ê s 

p r o d u t o s d a I D E X X L a b o r a t o r i e s , I n c . , e n t r e e l e s 

o s i s t e m a S i m P l a t e ™ ( B i o c o n t r o l , 2 0 0 0 ) . 

2 . 3 C o l i S u r e ™ ( I D E X X L a b o r a t ó r i o s I n c . , 

W e s t b r o o k , W1A T E U A ) 

O s i s t e m a C o l i S u r e ™ 1 f o i d e s e n v o l v i d o p a r a a 

d e t e c ç ã o q u a l i t a t i v a de c o l i f o r m e s t o t a i s e E . coli 

e m á g u a . O m e i o d e s i d r a t a d o é r e c o n s t i t u í d o e m 

1 0 0 m l d e a m o s t r a d e á g u a e i n c u b a d o á 3 5 u C 

p o r 2 4 h . A p r e s e n ç a d e c o l i f o r m e s é o b s e r v a d a 

p e l a c o l o r a ç ã o v e r m e l h a e a £=. coli é i d e n t i f i c a d a 

p e l a f l u o r e s c ê n c i a ã l u z u l t r a v i o l e t a . 

O C o l i S u r e ™ e m p r e g a e m s e u m e i o d e c u l t u r a 

o s m e s m o s n u t r i e n t e s i n d i c a d o r e s p r e s e n t e s n o 

S i m P l a t e ™ C E c , t o r n a n d o - s e v e r m e l h o n a 

p r e s e n ç a d e c o l i f o r m e s e f l u o r e s c e n d o à l u z 

u l t r a v i o l e t a n a p r e s e n ç a d e E . coli. A l é m d o s 

n u t r i e n t e s i n d i c a d o r e s , o C o l i S u r e ™ a i n d a p o s s u i 

d e t e r g e n t e s e a n t i b i ó t i c o s q u e i n i b e m o 

c r e s c i m e n t o d e m i c r o r g a n i s m o s n ã o c o l i f o r m e s . 

U m e s t u d o r e a l i z a d o p o r B e l o t i & F r a n c o ( 1 9 9 7 ) 

c o m le i te p a s t e u r i z a d o , c o m p a r o u o d e s e m p e n h o 

d o C o l i S u r e ™ u t i l i z a n d o - o n a t é c n i c a d o s t u b o s 

m ú l t i p l o s c o m a m e t o d o l o g i a p a d r ã o d e 

e n u m e r a ç ã o d e c o l i f o r m e s e E . coli q u e 

c o m u m e n t e u t i l i z a o C L B V B . O s a u t o r e s 

e n c o n t r a r a m u m a b o a c o r r e l a ç ã o ( 0 , 8 0 ) e n t r e o s 

m e i o s d e c u l t u r a c o m p a r a d o s . C o n t r a - p r o v a s 

d e m o n s t r a r a m u m a m a i o r s e n s i b i l i d a d e d o 

C o l i S u r e ™ q u a n d o c o m p a r a d o c o m o C L B V B , 

i n d i c a n d o q u e o C o l i S u r e ™ é u m a a l t e r n a t i v a 

v i á v e l p a r a q u a n t i f i c a ç ã o d e c o l i f o r m e s t o t a i s e 

E . c o l i e m l e i t e p a s t e u r i z a d o , c o m a v a n t a g e m d e 

o f e r e c e r r e s u l t a d o s e m 2 4 h . 
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2 . 4 R e a d y c u I t - L M X ™ ( M e r c K , D a r m s t a d t , 

A l e m a n h a ) 

A s s i m c o m o o C o l i S u r e ™ , o R e a d y c u l t - L M X ™ 

é b a s e a d o na i d e n t i f i c a ç ã o de c o l i f o r m e s e E . co l i , 

p e l a d e t e c ç ã o d e e n z i m a s e s p e c í f i c a s p r o d u z i d a s 

p o r e s t e s m i c r o r g a n i s m o s , t e n d o s i d o t a m b é m , 

d e s e n v o l v i d o p a r a a n a l i s e m i c r o b i o l ó g i c a d e á g u a . 

0 m e i o d e c u l t u r a d e s i d r a t a d o é a d i c i o n a d o a 

1 0 0 m l _ d a a m o s t r a e i n c u b a d o a 3 5 ° C p o r 2 4 h . 

O s s u b s t r a t o s p r e s e n t e s n o m e i o d e c u l t u r a s ã o 

0 5 - B r o m o - 4 - C l o r o - 3 - I n d o l i l - p - D - G a l a c t o p i r a n o s i d e o 

( B C I G ) e o M U G . A m e s m a e n z i m a , a p 1 -

G a l a c l o s i d a s e p r o m o v e a q u e b r a d o B C I G , 

m o d i f i c a n d o a c o l o r a ç ã o d o m e i o d e a m a r e l o p a r a 

a z u l - e s v e r d e a d o , i n d i c a n d o a p r e s e n ç a d e 

c o l i f o r m e s . A i d e n t i f i c a ç ã o da E . c o l i é r e a l i z a d a 

p e l a q u e b r a d o M U G p e l a e n z i m a b - g l u c u r o n i d a s e , 

o b s e r v a d a p e l a e m i s s ã o d e f l u o r e s c ê n c i a s o b l u z 

u l t r a v i o l e t a . A c o n f i r m a ç ã o d a p r e s e n ç a d e E . coli 

p o d e s e r f e i t a a i n d a p e l a a d i ç ã o d o r e a t i v o d e 

K o v a c s n o s t u b o s q u e f l u o r e s c e r e m . 

B a r r o s e t a l . ( 1 9 9 9 } r e a l i z a r a m u m a p e s q u i s a 

v i s a n d o a v a l i a r o d e s e m p e n h o d o R e a d y c u l t - l _ I v l X T V I 

p a r a a d e t e c ç ã o e a q u a n t i f i c a ç ã o de c o l i f o r m e s t o t a i s 

e E- co l i em Leite p a s t e u r i z a d o u t i l i z a n d o a t é c n i c a de 

t u b o s m ú l t i p l o s e c o m p a r a n d o - o c o m a m e t o d o l o g i a 

t r a d i c i o n a l e m C L B V B e T r i p t ona e E C . O s r e s u l t a d o s 

d a s 1 2 5 a m o s t r a s a n a l i s a d a s i n d i c a r a m u m a m a i o r 

s e n s i b i l i d a d e d o R e a d v c u l t - L l V l X ™ n a i d e n t i f i c a ç ã o d e 

c o l i f o r m e s t o t a i s e E . c o l i e r e d u ç ã o n o t e m p o d e 

l e i t u r a p a r a 2 4 h . P a r a e n u m e r a ç ã o d e c o l i f o r m e s 

t o t a i s , o R e a d y c u l t - L M X ™ a p r e s e n t o u u m a c o r r e l a ç ã o 

d e 0 , 8 2 c o m o C L B V B ; e m r e l a ç ã o à e n u m e r a ç ã o d e 

E . c o l i , o R e a d y c u l t - L M X 1 f , í s e c o r r e l a c i o n o u c o m o s 

c a l d o s E C e t r i p t o n a e m 0 , 8 6 . 

2.5 P l a q u e a m e n t o e m e s p i r a l 

O p l a q u e a m e n t o e m e s p i r a l é r e a l i z a d o p o r u m 

e q u i p a m e n t o q u e p e r m i t e a a u t o m a t i z a ç ã o n a 

s e m e a d u r a d e a m o s t r a s d e a l i m e n t o s . F o i 

d e s e n v o l v i d o n a d é c a d a d e 7 0 e d e s d e e n t ã o t e m 

s i d o a c e i t o n a m i c r o b i o l o g i a d e a l i m e n t o s , c o m o 

u m m é t o d o o f i c i a l ( V a n d e r z a n t & S p l i t t s t o e s s e r . 

1 9 9 2 ; A s s o c i a t i o n o f O f f i c i a l A n a l y t i c a l C h e m i s t s , 

1 9 9 0 ) . E x i s t e m v á r i o s r e l a t o s s o b r e a u t i l i z a ç ã o 

d o m é t o d o p a r a e n u m e r a ç ã o d e b a c t é r i a s , f u n g o s 

e l e v e d u r a s e m a l i m e n t o s ( M a n n i n e n e t al., 1 9 9 1 ) . 

N e s s e s i s t e m a , a a m o s t r a d o a l i m e n t o , 

p r e v i a m e n t e h o m o g e n e i z a d a , é d e p o s i t a d a 

a u t o m a t i c a m e n t e , d e f o r m a u n i f o r m e e c o n t í n u a , e m 

q u a n t i d a d e s d e c r e s c e n t e s s o b r e u m a p l a c a c o m 

m e i o d e c u l t u r a s o l i d i f i c a d o , o b e d e c e n d o a o f o r m a t o 

d o u m a e s p i r a l d e A r c h i m e d e s , d o c e n t r o p a r a a 

b o r d a d a p l a c a ( C h a i n & F u n g , 1 9 9 1 ) . A p ó s a 

s e m e a d u r a , a p l a c a é i n c u b a d a e a s c o l ô n i a s 

c r e s c e m a o l o n g o d a t r i l h a e s p i r a l f o r m a d a p e l o 

p r o c e s s o . D e a c o r d o c o m a q u a n t i d a d e d e a m o s t r a 

d i s p e n s a d a , a p l a c a é d i v i d i d a e m s e t o r e s 

c o r r e l a c i o n a d o s c o m d i l u i ç õ e s , q u e p o d e r ã o s e r 

e s c o l h i d o s p a r a c o n t a g e m , j á q u e u m a m e s m a 

p l a c a a p r e s e n t a - 1 d i l u i ç õ e s d e c i m a i s e m d u p l i c a t a . 

A p ó s e s c o l h a d o ( s ) s e t o r ( e s ) c o n v e n i e n t e ( s ) , ê fei ta 

a c o n t a g e m de c o l ô n i a s e o r e s u l t a d o ob t i do é cor r ig ido , 

a f i m d e s e d e t e r m i n a r a c o n t a g e m f ina l ( F u n g , 1 9 9 6 ) . 

O m e c a n i s m o d e s e n v o l v i d o , p a r a o p l a q u e a m e n t o e m 

e s p i r a l , r e d u z o t e m p o , o n ú m e r o d e d i l u i ç õ e s , 

e q u i p a m e n t o s e e s p a ç o f í s i c o r e q u e r i d o p a r a a s 

a n á l i s e s m i c r o b i o l ó g i c a s ( P e e l e r et.al., 1 9 7 7 ) . 

N u m a c o m p a r a ç ã o c o m o m é t o d o p a d r ã o d e 

c o n t a g e m d e M A M ( C h a i n & F u n g . 1 9 9 1 ) , o 

s i s t e m a r e v e l o u u m a c o r r e l a ç ã o d e 0 . 9 3 , a l e m d a s 

v a n t a g e n s d e p o s s u i r u m a c o n t a g e m d e c o l ô n i a s 

f a c i l i t a d a e a n e c e s s i d a d e d e a p e n a s u m a p l a c a 

p o r a m o s t r a , j á q u e d i l u i a u t o m a t i c a m e n t e a 

a m o s t r a n o m o m e n t o d a s e m e a d u r a , e c a d a 

d i l u i ç ã o é s e m e a d a e m q u a d r i p l i c a t a . O s a u t o r e s 

d e s c r e v e r a m c o m o d e s v a n t a g e n s a n e c e s s i d a d e 

d o p r e p a r o i d e a t d a p l a c a c o m o á g a r s o l i d i f i c a d o , 

j á q u e e s t e t e m q u e p o s s u i r u m a s u p e r f í c i e 

u n i f o r m e e n ã o c o n t e r n e n h u m a b o l h a d e a r , q u e 

i n f l u e n c i a r i a n o c a s o d o p l a q u e a m e n t o e m e s p i r a l 

e s t a r a s s o c i a d o á u m m é t o d o d e c o n t a g e m a u t o m á t i c a . 

C h a i n & F u n g ( 1 9 9 1 ) t a m b é m r e l a t a r a m o b a i x o 

c u s t o p o r a m o s t r a ( U 5 $ 2 , 2 7 ) , j u s t i f i c a d o 

p r i n c i p a l m e n t e p e l a u t i l i z a ç ã o d e a p e n a s u m a 

p l a c a p o r a m o s t r a . E n t r e t a n t o , s e r i a n e c e s s á r i o 

u m i n v e s t i m e n t o i n i c i a l p a r a a q u i s i ç ã o d o s 

e q u i p a m e n t o s , n a f a s e d e i m p l a n t a ç ã o d o s i s t e m a . 

E m u m e s t u d o d a e f i c i ê n c i a d o p l a q u e a m e n t o 

e m e s p i r a l p a r a e n u m e r a ç ã o d e c o l ô n i a s p u r a s d e 

m i c r o r g a n i s m o s c o m p a r a n d o - o c o m o 

p l a q u e a m e n t o e m p r o f u n d i d a d e , n ã o f o r a m 

e n c o n t r a d a s d i f e r e n ç a s s i g n i f i c a t i v a s á u m n í v e l 

d e 5 % , q u a n d o a s p l a c a s f o r a m c o n t a d a s 

m a n u a l m e n t e ( M a n n f n e n e t al., 1 9 9 1 ) . 

G i l s c h r i s t e t a l . ( 1 9 7 3 ) r e l a t a r a m a o c o r r ê n c i a 

d e c o n t a g e n s m a i s a l t a s p e l o m é t o d o , d e v i d o a 

p o s s i b i l i d a d e d e g r u p o s d e b a c t é r i a s s e 

d e s a g r e g a r e m n o m o m e n t o q u e s ã o d i s p e n s a d a s 

s o b r e a p l a c a . M a n n i n e n e t a l . ( 1 9 9 1 ) c o n f i r m a r a m 

e s s a o b s e r v a ç ã o , c o n s i d e r a n d o - a p o s i t i v a p o r 

r e p r e s e n t a r u m a c o n t a g e m m a i s p r ó x i m a d a 

r e a l i d a d e e i n d i c a r a m o s i s t e m a c o m o u m a 

a l t e r n a t i v a a o m é t o d o d e c o n t a g e m c m p l a c a s ( P C A ) 

p a r a e n u m e r a ç ã o d e b a c t é r i a s , f u n g o s e l e v e d u r a s 

e m l e i t e c r u , d e v i d o à m a i o r r a p i d e z e p r a t i c i d a d e d o 

m é t o d o , p r i n c i p a l m e n t e s e a s s o c i a d o à c o n t a g e m d e 

c o l ô n i a s p o r u m scanner l a s e r . 
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P e e l e r e t al. ( 1 9 7 7 ) d e s c r e v e r a m o s i s t e m a 

c o m o u m t e s t e r á p i d o p a r a a r e a l i z a ç ã o d e a n á l i s e s 

m i c r o b i o l ó g i c a s q u e p o d e s e r m u i t o ú t i l n a a n á l i s e 

d e l e i t e . 

N o B r a s i l e x i s t e m h o j e p o u c o s a p a r e l h o s , 

p r o v a v e i m e n t e d e v i d o a o a l t o c u s t o d o e q u i p a m e n t o 

e a d i f i c u l d a d e s c o m r e l a ç ã o à a s s i s t ê n c i a t é c n i c a . 

2.6 Direct Epifluorescent Filter Technique (D.E.F.T.J 

A DEFT consiste na detecção direta da 
q u a n t i d a d e d e m i c r o r g a n i s m o s p r e s e n t e s e m 
a l i m e n t o s , a t r a v é s d a u t i l i z a ç ã o d e c o r a n t e s v i t a i s , 
q u e d i f e r e n c i a m a s b a c t é r i a s v i á v e i s d a s n ã o -
v i á v e i s . O s i s t e m a n e c e s s i t a d e a p e n a s 2 0 m i n u t o s 
p a r a d e t e r m i n a r a c o n t a g e m d e m i c r o r g a n i s m o s 
e m l e i t e c r u e , c o r n o m a i o r v a n t a g e m , d i s p e n s a o 
l o n g o t e m p o d e i n c u b a ç ã o q u e o s m é t o d o s 
t r a d i c i o n a i s d e s e m e a d u r a r e q u e r e m ( T o r t o r e l l o & 
S t e w a r t , 1 9 9 4 ) . A t é c n i c a u t i l i z a u m a m e m b r a n a 
f i l t ran te e u m m i c r o s c ó p i o d e e p i f l u o r e s c ê n c i a , s e n d o 
e x t r e m a m e n t e s e n s í v e l ( P e t t i p h e r e t a l , 1 9 8 0 ) . 

O l e i t e é u m d o s a l i m e n t o s e m q u e a D E F T é 

a p l i c a d a c o m m a i o r f r e q ü ê n c i a , O p r o c e s s o t e m 

i n í c i o c o m u m p r é - t r a t a m e n t o d a a m o s t r a e m u m a 

s o l u ç ã o d e d e t e r g e n t e e t r i p s i n a : i s s o é n e c e s s á r i o 

p a r a g a r a n t i r f i l t r a b i l i d a d e d a a m o s t r a , o q u e é 

n o r m a l m e n t e d i f i c u l t a d a p e l a p r e s e n ç a d e c é l u l a s 

s o m á t i c a s e a g r e g a d o s m i c r o b i a n o s n o c a s o d e 

l e i t e , a l é m d a p r e s e n ç a d e g l ó b u l o s d e g o r d u r a . 

V á r i o s o u t r o s p r é - t r a t a m e n t o s s ã o d e s c r i t o s , p o r é m 

t o d o s b a s e a d o s e m d i f e r e n t e s c o n c e n t r a ç õ e s d e 

d e t e r g e n t e s e e n z i m a s n a s s o l u ç õ e s ( F e r n a n d e z -

A s t o r g a e t a l . , 1 9 9 5 ) . 

A p ó s o p r é - t r a t a m e n t o . a a m o s t r a p a s s a p o r 

u m a m e m b r a n a f i l t r a n t e q u e r e t é m o s 

m i c r o r g a n i s m o s p r e s e n t e s . E m s e g u i d a , a 

m e m b r a n a c o n t e n d o o s m i c r o r g a n i s m o s d a 

a m o s t r a é t r a t a d a c o m c o r a n t e s , c o m o o 

a l a r a n j a d o d e a c r i d i n a e a n a l i s a d a e m u m 

m i c r o s c ó p i o d e e p i f l u o r e s c ê n c i a , o n d e s e v i s u a l i z a 

o s m i c r o r g a n i s m o s v i á v e i s e m c o r l a r a n j a e o s n á o -

v i á v e i s e m v e r d e ( P e t t i p h e r e t al., 1 9 8 0 ) . 

A D E F T s e c o r r e l a c i o n a m u i t o b e m c o m o 

m é t o d o p a d r ã o d e c o n t a g e m d e m i c r o r g a n i s m o s 

e m p l a c a s ( 0 , 9 4 ) , s e r v i n d o c o m o b a s e p a r a u m a 

r á p i d a r e s p o s t a d a q u a l i d a d e d o l e i t e p a r a 

p r o d u t o r e s e p a r a a i n d u s t r i a , já q u e a a n á l i s e é 

e x t r e m a m e n t e r á p i d a ( M a n n e r s , 1 9 8 5 ) . 

T a t i n i e t a l . ( 1 9 9 1 ) r e l a t a r a m a p o s s i b i l i d a d e 

d a u t i l i z a ç ã o d a D E F T p a r a a d e t e r m i n a ç ã o d a 

q u a n t i d a d e d e m i c r o r g a n i s m o s p s i c r o t r ó f i c o s e m le i te 

c r u , d e s d e q u e a a m o s t r a a s e r a n a l i s a d a s e j a 

s u b m e t i d a à p r o c e s s o s d e p r é - i n c u b a ç ã o a d e q u a d o s . 

M a n n e r s ( 1 9 8 5 ) c l a s s i f i c a c o m o b a i x o o c u s t o 

p o r a m o s t r a d e l e i t e a s e r a n a l i s a d a p e l a D E F T 

e n t r e t a n t o , é s e m p r e i m p o r t a n t e l e m b r a r a 

n e c e s s i d a d e d e u m i n v e s t i m e n t o i n i c i a l p a r a 

a q u i s i ç ã o d o s e q u i p a m e n t o s n e c e s s á r i o s p a r a 

i m p l a n t a ç ã o d a t é c n i c a 

A p e s a r d e s e r m a i s p r á t i c o e r á p i d o q u e a 

m e t o d o l o g i a p a d r ã o d e c o n t a g e m e m p l a c a s , a 

t é c n i c a d e e p i f l u o r e s c ê n c i a d i r e t a n e c e s s i t a d e 

t é c n i c o s e s p e c i a l m e n t e t r e i n a d o s p a r a a e x e c u ç ã o 

( V a s a v a d a e t a l . , 1 9 9 3 ) , u m a v e z q u e p o d e s e r 

d i f í c i l a d i f e r e n c i a ç ã o d a s c é l u l a s v i á v e i s d a s n ã o -

v i á v e i s , p r i n c i p a l m e n t e d e v i d o ã f a d i g a n a l e i t u r a 

m i c r o s c ó p i c a d o l i t r o p e l o t é c n i c o r e s p o n s á v e l 

( V a s a v a d a . 1 9 9 3 ) . O s m i c r o r g a n i s m o s p o d e m s e r 

c o n t a d o s d e f o r m a a u t o m á t i c a p o r p r o g r a m a s d e 

a n a l i s e d e i m a g e n s , d i s p e n s a n d o o t r a b a l h o 

m a n u a l d e o p e r a ç ã o ( P e t t i p h e r e t a l . , 1 9 8 0 ) . 

O u t r a s o l u ç ã o p a r a e s s e p r o b l e m a é a u t i l i z a ç ã o 

d e e q u i p a m e n t o s q u e r e a l i z a m a l e i t u r a 

a u t o m a t i c a m e n t e , c o m o a c i l o m e t r i a d e f l u x o , q u e 

é u m a t é c n i c a d e a u t o m a ç ã o e m m i c r o b i o l o g i a d e 

a l i m e n t o s q u e p e r m i t e a q u a n t i f i c a ç ã o d e 

m i c r o r g a n i s m o s e m u m t e m p o e x t r e m a m e n t e 

r á p i d o . 

A c i t o m e t r i a d e f l u x o e m p r e g a a t é c n i c a d e 

e p i f l u o r e s c ê n c i a d i r e t a , o n d e a a m o s t r a t r a t a d a 

c o m a l a r a n j a d o d e a c r i d i n a é a s p e r g i d a e m u m 

d i s c o r o t a c i o n a l a t r a v é s d e m i c r o s e r i n g a . C a d a 

c é l u l a m i c r o b i a n a c o r a d a e m i t e l u z v e r m e l h a 

q u a n d o e x c i t a d a p o r l u z x e n o n e e s s a e m i s s ã o é 

r e g i s t r a d a p e l o a p a r e l h o . A g r a n d e v a n t a g e m d a 

t é c n i c a é o t e m p o d e l e i t u r a : a p ó s o s 3 0 m i n u t o s 

i n i c i a i s n e c e s s á r i o s p a r a o t r a t a m e n t o d a a m o s t r a , 

a c o n t a g e m é r e a l i z a d a e m a p e n a s u m m i n u t o . 

N o BrasiE p o u c o s e u t i l i z a e s s a t é c n i c a n a r o t i n a 

i n d u s t r i a l , n e m e m l a b o r a t ó r i o s d e c o n t r o l e d e 

q u a l i d a d e . N o e n t a n t o , j á h á n o p a i s a l g u n s 

a p a r e l h o s q u e e m p r e g a m a c i t o m e t r i a d e f l u x o , e 

q u e , d e v i d o a o a l t o c u s t o , s ó s ã o v i á v e i s p a r a 

g r a n d e s i n d u s t r i a s . 

3 C O N S I D E R A Ç Õ E S F I N A I S 

A c a r g a m i c r o b i a n a d o l e i t e p r o d u z i d o n o B r a s i l , 

a c o n s t i t u i ç ã o d e s u a m i c r o b i o t a , b e m c o m o o 

p r i n c i p i o d e c a d a m é t o d o , s ã o f a t o r e s q u e 

i n f l u e n c i a m o d e s e m p e n h o d e m é t o d o s r á p i d o s 

p a r a c o n t a g e m d e M A M ( B e l o t i e t a l . , 1 9 9 9 a ) . 

P e s q u i s a s p r é v i a s j á d e m o n s t r a r a m a l g u m a s 

d i f i c u l d a d e s n a i m p l a n t a ç ã o d e m é t o d o s a l t e r n a t i v o s 

d e c o n t a g e m d e a e r ó b i o s m e s ó f i l o s n a i n d ú s t r i a 

l á c t e a b r a s i l e i r a , p o r a p r e s e n t a r e m c o n t a g e n s 

m e n o r e s q u a n d o c o m p a r a d o s c o m a m e t o d o l o g i a 

t r a d i c i o n a l ( B e l o t i , 2 0 0 0 ) . 

E s s e s r e s u l t a d o s p a r e c e m s e r q u a s e u m a 
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e x c l u s i v i d a d e d o lei te b r a s i l e i r o , e e s t ã o r e l a c i o n a d o s 

a c a r a c t e r í s t i c a s i n t r í n s e c a s à p r o d u ç ã o e / o u 

b e n e f i c i a m e n t o d o l e i t e a q u i p r o d u z i d o . 

P o r o u t r o l a d o , o s m é t o d o s p a r a e n u m e r a ç ã o d e 

c o l i f o r m e s a p r e s e n t a m b o m d e s e m p e n h o , 

p r o v a v e l m e n t e p o r u t i l i z a r e m a t e c n o l o g i a d o 

s u b s t r a t o d e f i n i d o q u e c o n f e r e m a i o r e s p e c i f i c i d a d e 

a e s s e s m é t o d o s , q u a n d o c o m p a r a d o s c o m o s 

t r a d i c i o n a i s ( B e l o t i , 2 0 0 0 ) . 

N a i n d ú s t r i a l á c t e a b r a s i l e i r a , c o m p o s s í v e i s 

e x c e ç õ e s , p r e d o m i n a a m ã o d e o b r a d e b a i x o c u s t o 

e c o m p o u c a q u a l i f i c a ç ã o , o q u e p o d e s e r u m 

p r o b l e m a n a e x e c u ç ã o d e t é c n i c a s m i c r o b i o l ó g i c a s 

t r a d i c i o n a i s . N o s m é t o d o s r á p i d o s , e n t r e t a n t o , a 

s i m p l i c i d a d e d a s o p e r a ç õ e s , o m e n o r n ú m e r o d e 

e t a p a s n o p r e p a r o d o m a t e r i a l e , c o n s e q ü e n t e m e n t e 

m e n o r m a n i p u l a ç ã o , f a c i l i t a m m u i t o a e x e c u ç ã o d a s 

a n á l i s e s e d i m i n u e m a p o s s i b i l i d a d e d e 

c o n t a m i n a ç ã o a u m e n t a n d o a p r e c i s ã o n a s a n á l i s e s . 

S e g u n d o F r a n c o & L a n d g r a f f ( 1 9 9 6 ) , a e s c o l h a 

d a m e t o d o l o g i a a s e r a d o t a d a n a r e a l i z a ç ã o d e 

a n á l i s e s m i c r o b i o l ó g i c a s d e u m p r o d u t o q u a l q u e r 

d e v e s e r n o r t e a d a p e l o s s e g u i n t e s p a r â m e t r o s : 

p r e c i s ã o p r e t e n d i d a , c u s t o , t e m p o d e a n á l i s e , 

a c e i t a b i l i d a d e d o m é t o d o p o r ó r g ã o s o f i c i a i s e p e l a 

c o m u n i d a d e c i e n t i f i c a e s i m p l i c i d a d e d e o p e r a ç ã o . 

I n d e p e n d e n t e m e n t e d o m é t o d o s e l e c i o n a d o , ê 

e x t r e m a m e n t e i m p o r t a n t e q u e c a d a l a b o r a t ó r i o 

d e s e n v o l v a p r o g r a m a s d e c o n t r o l e d e q u a l i d a d e 

l a b o r a t o r i a l , c o m o o b j e t i v o d e v e r i f i c a r a e x a t i d ã o 

e a p r e c i s ã o d o s d a d o s o b t i d o s e g a r a n t i r q u e 

s e j a m a d e q u a d o s p a r a u m a t o m a d a d e d e c i s ã o . 
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