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A provs da redutase nos leites, ¢ empregada com o fim de sa
obter aproximadamente o teor de germes vivos no produto em
exame.

Foi estudada e posta em pratica por Barthel e Orla Jensen.
Atualmente é empregada principalmente nas anflises bacteriologicas
de leite. Com o auxilio desta prova é possivel a obtencio de valiosos
esclarecimentos gbbre a riqueza em germes vivos presentes no pro-
duto em amndlise.

Essa prova consiste no descoramento, mais ou menos rapido,
experimentado por uma solucdo de azul de metileno a 0,006 %. O
descoramento mantém intima interdependéneia eom o namero de
germes vivos contidos no leite, ou no produto em andlise, Quanto
maior o miimero de bactérias e célulag vivas, menor o tempo gasto
para o descoramento do reafivo, isse porgue um nimero maior de
microcrganismos vivos eongome maior guantidade de oxigénio, A
custa da reducdio do corante,

Como a prova da redutase é muito demorada, sendo necessirio
wguardar além de sete horas afim de comprovar as condigbes higié-
nicas do leite, procurcu-se substituir o azul de metilenio na prova da
redutase, empregando o Resazurin por formecer resultades muite
mais rapides. Os dadog fornecidos com o emprego do Resazurin
esclarecem a qualidade do leite em exame, t80 bem quanto a prova
com o azul metileno, sendo que, na Inglaterra, essa prova receben
aprovacido oficial. A redutase feita com o Resczurin, como fol ve-
rificado por nés, tem a vantagem de fornecer ao analista, em prazo
de 64 minutos, os mesmos informes que se oblém com a solucdo de
azul de metilenc em 7 horas,

O Resazurin é sindnimo do Diazoresorcinol e tem como férmula
bruta C,.H,0,N,

(¥} Trabalho aprovado pelz Primeira Jornada Brasileira de Bromatolegia,
que recomendou a sua publisacio.
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0Os variog autéres abaixo diseriminados estudaram o valor da
prova do Resazurin e pela leitura das conelusbes déstes trabalhos, é
possivel formar uma idéia do valor dessa prova, na classificacio
rapida da qualidade do leite em andliise.

Azsim, A, Ramsdell, Johnson!, chegaram 2s seguintes conciu-
shes: 1.9 .— K necessaria somente 1 hora para completar a prova do
Resazurin, enquanto a prova do azul de metileno requer um periodo
de tempo acima de 5 horas. 2.2 — Os leites podem ser classificados
em 4 gropos, conforme a sua condicdo sanitéria. 3.9 - Leites de
tberes doentes (mastites) e leites de vacas figioldogicamente anor-
malis, tem efeito significativeo na reduclo do Resazurin, e assim essa
prova & de valor para esta verificacio. 4.° — B possivel obler con-
siderdvels esclarecimentos zbbre a flora presente, observando as
variacles cromaticas que ocorrem durante o periodo de inegbagio na
mistura leite-Resazurin.

Barret, Rutan e Keenan? observaram que: 1.° — Podem ser
obtidos esclarecimentos s0bre a qualidade sanitaria do leite, no pe-
riodo de 1 hora, com a prova do Resazurin, og quais sfo comparaveis
aos obtidos em 7 horas, usandoe a prova do azul de metileno, 220 —. A
prova do Resazurin tem grande valor, quando assoeciada ao diagnéds-
fico microscdpico, diminuindo o tempr digpendide na determinacio
dos leites bons e permitindo desta maneira que se possam descobrir
mais prontamente as causas de duvida ou de dificuldade com rela-
¢ho aos leites ruins. 3. — A prova do Resazurin é superior a do
azul de metileno, porque é extremamente sensivel nos leites anor-
mais fisiclogicamente ou patoldgicamente,

Warner® verificon gue a prova do Resazurin nao oferece van-
tapens z8bre s prova aznl do metileno, guando se toma como
fim da reacfo 0 ponto branco, isto &, a reducho completa.

Johnst assim ftermina: guando a incubaclo a 37°C no leite re-
zarurinado continfia até a edr rosa, & exafidfo dz prova comparz-se
muito favoravelmente 4 da prova feifa com o azul de metilena.

Johng ¢ Howson® sfo de opinifio gue: o Resazurin é mals 0fil
que o azul de metileno na deferminacio de leites contendo grande
ndmero de microorganismosg, fracamente redufores.

Shacht ¢ Nicholsd, em seu relatdrio preliminar sébre a prova
de Besazurin, acham gue: na rejeiglo dos rebanhos, em condicdes
impréprias nas fazendas, a exatidac da prova Resazurin -+ eocalho
foi muito malor do que a obtida com as outras 4 provas usadas.
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Golding e Jorgensen’ demonstraram que: 1.9 — HAi estreita
eorrelacfo entre os resulados do método Standard de contagem
microbiana em placas e a prova do Resazurin, 2.° — s resultados
obtidos com leites de vArias procedénciazs, sfo perfeitamente con-
cordantes. 3.° — Sc¢b as condicBes citadas, a leitura em 60 minutos
é a mais aconselhivel e provavelmente a que fornece melthores re-
sultados, 4.° — Conhecendo a classe do leite, o produtor pode, por
meio da prova do Resazurin, evidenciar a qualidade do mesmo,

E assim poderiam, ser ainda citados cutros sutdres, todos éles
favordveis a prova do Resazurin,

Baseados nas pesguisas citadas, resolvemos repelir essas verl-
ficacbes empregando a prova do Resazurin na Secclio de Contriles
Biolégicos do Institute Adolfo Lutz, sob a crientacio do Dr. Bruno
Range]l Pestana, chefe da Subdivizio de Bromatologia e Quimica.
Foram empregadas ag téenicas seguintes:

TECNICAS

Para a prova da redutase com o azul de metileno, seguimos a
téenica indicada pelo Standard Methods for Milk Analysis e para
a fdo Resazurin, a que abaixo descrevemos:

Preparo da Solucdo de Resazurin. — 1.° — Solucho stock, —
Pesar exatamente 0,05 g de Resazurin (Eastman Kodak Company)
e transferir com os cuidados necessirios, pars tm balie aferido de
100 ml, e completar com agua destilada &sse volume. Depois de
digaolvido o Resazurin, passar para outro balgo de 150 ml e auto-
clavar a 120°C, 20 minutos. A solucio empregada na prova € obti-
da fazendo a diluicfio de 1 m! désse soluto stock, em 9 mil de Agua
destilada, Obtém-se assim um teor de 0,005% de Resazurin. Esta
golugdo conserva-se muito bem.

Aparelhamento, — O material empregado consiste em um
banho-maria regulavel a 37°C, com estantes para os tubos de prova.
Estey tubos sfo calibrados e de 10 m! ou de 16 x 160 e tals tubos
deverfio ser previamente esterilizados e providos com rélhas de
borracha, afim de se fazer a inversheo periédica cada B minutos.

Técenice, — Medir exalamente por melo de uma pipeta cali-
brada, 10 ml de leite e colecar no tubo calibrade ou tube de
16 x 160; juniar, com os cuidados de assepsia, 1ml da solucio de
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Resagurin, eolocando os tubos no banho-maria regulado a 37°C e
anotar a hora. Fazer a inversio dos tubos de 5 em 5 minutos. A
leitura da prova consiste nas mudancas de coloracio do Resazurin
em mistura eom o leite, a medida que oz microorganismos reduzem
o corante, passando pelos seguinies ifons:

1. — Tom azul gue significa apsbneia de alteracfio ou melhor,
nenhuma reducio sofrida pelo Resazurin.

2. — Tom arroxeado no infcio da reducdo, que em seguida
passa a0 roXo.

3.2 —— Tom rosa, que indica franca reducio.
4% -~ Tom branco, que significa o final da reacéo.

-

Essa mudanca de tonalidade de cbres é a principal caracteris-
tica informativa, pois é baseada nela que se avalia e se conclue sé-
bre o valor e a gualidade do leite em exame.

O principal objetivo do nosso trabalho foi comparar a prova de
60 minates de Resazurin com o tempe gasto na redutase pelo azul de
metileno e depois confroniar ag divergéneias observadas no resultado
final.

Fm 100 amostras por néds examinadas, empregamos as duas
provas comparativamente, tendo verificado que a mudanca de co-
Ioracio dos leites resazurinados se processava em quase todos, num
espaco de tempo gue regulava em uma guarta parte do tempo ne-
cessdrio pars a reducio do azul de metileno, Em fodos 8sses leites
foram fellos exames de conlagem em placzs, {ndice colimélrico e
confagem pelo método de Breed, sendo anotados oz leites em que
a prova do azul de metilenc se completou em menos de 4 horas.
Asgsim, na verificaciio da qualidade do leite, pela prova do Resazu-
rin, tomando-ge como base o tempo de 1 hora para a conclusio, po-
demos clasgifica-lo da seguinie forma:

Nerhuma mudanca de ebr na sclugdo de Resazurin = leite hom
Alteracio da edr azul para roxa na solucko do

Resazurin = leite regular
Alteraciio da cir azul para rosa na solucio do

Resazurin leite ruim

{l

Alteracdo da cbr azul para branea na sclucdo do
Resazurin = leite péssimo
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Para fazer a classificacio dos leites de pior qualidade, 18r as
variacbes crométicas dos tubos com leite resazurinado em espaco
de tempo de 30 minutos, isto &, na meiade dg duracdo da prova,
como aeima Tol difto, cbedecendo-se ao mesmo critério, guanto &
tonalidade dag cbres.

Segundo Schacht e Nichols, o critério a ser usade para a con-
clisfio da prova e a classificacfio dog leites, poderd ser o seguinfe:

1.* — Nenhuma mudanca da ¢dr azul original, depois de 1 hora
de incubacio — bom.
2.0 —.. Nenhuma mudanca da cbr azul original, em 1% hors,

porém mudanca entre 14 e 1 hora — indiferente.
3.0 — Mudanca em menos de 14 hora da cbr azul original
para roxo, rosa ou branco — mau.

Essa conclusfo, embora dé resultados satisfatérios, tem o in-
conveniente de necessitar o méaximo da atencfio do analista du-
rante o pericde de ineubacio a 37°C. Segundo ésses autdres, a
prova do Resazurin podde ser feita com a adicdo de coalho & solu-
¢do do corante, na proporcio de 0,1 a 0,2 ml por 100, porém nio
notamos nos leites examinados, grandes vantagens na conclusio ds
prova, mesmo porgue a solucio do Resazurin 4~ coaltho, nio se con-
serva por mais de uma hora. Julgamos pois, por economia de ma-
terial, ser melhor para a andlise a solucfo de Resazurin em Agua
destilada, sem o coalho. A solucfio de Resazurin -+ coalho parece
encurtar ligeiramente o tempo para a concluso das provas.

RESULTADOS

Asg 100 amostras analisadas revelaram o seguinte:

Azul de metileno: 29 amostras reduziram em 30 minutos: 16 em
60 minutos; 8 em 90 minutos; 3 em 1Z0; 4 em 150 minutos; 5 em
180; 5 em 210 minufos e 30 amostras reduziram acima de 4 horas
de incubacgo.

Lesgzurin: Prova com 66 minutos de ineuba¢do: 38 amos-
iras apresenfaram o tom branco; 23 o tom rosa; 9 o tom roxo e
30 amostras a fonalidade azul original da solucBo do Resazurin,

Foram considerados péssimos, pela prova do azul de metileno,
56 leites, e pela prova do Resazurin 61. Com o azul de metileno, 14
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leites foram considerados regulares, e 9 pelo Resazurin; 30 leites
foram considerados bong por ambas as provas.

A avaliacfo revelou: 1.9 -— Com z prova do azul de metileno:
gue 569 dos leites eram ruins, que 14% eram regulares e gue
30¢% eram bons; 29 — Com a prova do Resazurin em 60 minutos:
que 61% dos leites eram ruins, que 9% eram regulares e que 30%
eram bons.

Por 8zses resultados vemos que g prova do Resazurin fornece
elementos para a classificacio dos leites, pois pas 100 amosiras
analisadas, nio houve siquer um resultado que nfo combinasse, mui-
to aproximadamente com os resultados obiidos com o azul de me-
tileno, considerando que para esta prova, foram regeitados como
ruing 56 leites e tendo-se como base o tempo de reducdo inferior a
2 horas.

Guanto & prova do Resazurin, tomando-se como base a cbr rosa
para o tempo de 60 minutos, foram considerados péssimos ou ruins
61 leites. Trata-se de uma prova de fécil execucfio e largamente
experimentada na Inglaterra ¢ Estados Unidos e que tém sobretudo
a grande vantagem de economizar tempo, pois a prova da redutase
com o 2zul de metileno, embora seja uma prova de real valor, exige
do analista cbservacio por periodo dilatado, o que nem sempre &
posaivel. Além do fator tempo, € o que é importante, o Resazurin
é mais sensivel nos leites oriundos de vacag anormais e possie
raaior sensibilidade frente aos microorganismoes pouco redutores.

CONCLUBOES £ REZUMOG

1.9y  Empregando comparativamente o Resazurin e o azul de
metileno na prova da redutase, foram examinadas 100 amostras de
leite.

2.9y Com o emprégo do Resazurin, foram encontrados os se-
culntes resultados: 61% de leites ruing, 9% regulares ¢ 30% bons,

3.9} Com o emprégo do azul de metileno os resuitados foram
o8 seguintes: 569% de leites ruins, 14% regulares e 30% bons.

4.%) O emprégo do Resazurin como reative na prova da redu-
tase, torna-a muito mais rapida de que com o emprégo do azul de
metileno.

5.y A prova do Resazurin é uma prova de facil execucio
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6.9} O Resazurin € mais sensivel aos mieroorganismos pouco
redutores.

7.2) O emprégo do Resazurin oferece malor facilidade na ve-
rificagho do resultado, pois a mudanca de eoloracio do Resazurin &
mais evidente do gue o limite do descoramento completo do azul
de metileno.
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