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Resumo. O presente trabalho teve como objetivo determinar o nimero mais provavel de coliformes a 35°C, 45°C
eEscherichia coli, e a eficiéncia da pasteurizagdoa partir da pesquisa das enzimasperoxidaseefosfatasealcalina, de 30
amostras de leite pasteurizado integral de uma mesma industria. Os resultados obtidos foram comparados com os
padrdes estabelecidos pelo Ministério da Agricultura (MAPA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Um total de 93,3% das amostras foram positivas para coliformes a 35°C. Ainda, 26,7% das amostras apresentaram
peroxidase negativa, indicando superaquecimento do produto. Assim, conclui-se que a qualidade do leite cru é
fundamental para que a pasteurizagéo seja efetiva, indicando a importancia das boas praticas higiénicas na produgéo,
manipulagdo e armazenamento do leite, além do controle do processo de pasteurizagéo para a obtengédo de um produto
final de boa qualidade.

Palavras-chaves: Escherichia coli, fosfatase alcalina, peroxidase.

Abstract. The aim of this study was to determinate the most probable number of coliforms at 35°C, 45°C and
Escherichia coli and to evaluate the efficiency of pasteurization, based on the investigation of peroxidase and alkaline
phosphatase enzymesin 30 samples of integral pasteurized milk from the same industry. The results obtained were
compared with the standards established by the Ministry of Agriculture (MAPA) and by the National Health Surveillance
Agency (ANVISA). A total of 93,3% of the samples were positive for coliforms at 35°C. Furthermore, in 26,7% of the
samples the peroxidase was not present, indicating overheating of the product. Thus, it is concluded that the quality of
raw milk is essential for pasteurization to be effective, indicating the importance of good hygienic practices in the
production, handling and storage of milk, in addition to controlling the pasteurization process to obtain a good quality final
product.
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Introdugéao

O leite pasteurizado é definido como o leite
fluido submetido a um dos processos de
pasteurizagdo previstos na legislagdo vigente,
envasado automaticamente em circuito fechado e
destinado a consumo humano direto (Brasil, 2018).
No aspecto nutricional, o leite é considerado um dos
alimentos mais completos, por ser composto de
proteinas, carboidratos, lipidios, sais minerais e
vitaminas. Devido as caracteristicas como alta
atividade de agua, pH proximo ao neutro (6,5) e
rigueza em nutrientes, € um excelente meio de
cultura para os microrganismos (Franco & Landgraf,
1996). O leite &, entdo, suscetivel a proliferagéo de
uma vasta variedade de bactérias, as quais podem
ser patogénicas ou deteriorantes. Estas podem ser
oriundas do proprio animal, dos utensilios utilizados,
do ordenhador ou do ambiente onde se realiza a
ordenha, em consequéncia de condigdes
inadequadas de higiene (Foschieira, 2004).

Os coliformes sdo um dos principais grupos
de microrganismos indicadores da qualidade do leite
e fornecem informagbées sobre as condigdes
sanitarias da produgdo, do processamento, ou
armazenamento e estimativa de vida de prateleira
do produto. Esse grupo é composto por bactérias da
familia Enterobacteriacea (Franco & Landgraf,
1996).

Os coliformes a 35°C indicam o nivel de
contaminagdo ambiental agregado ao alimento. Sao
sensiveis a temperatura de pasteurizagdo e sua
presenca em produtos tratados termicamente indica
contaminagdo apds processo (Tamanini et al.,
2007).

A presenca de coliformes a 45°C oferece
com maior seguranca informacbes sobre as
condigdes higiénicas do produto, assim como
eventual ocorréncia de enteropatdgenos (Franco &
Landgraf, 1996). AEscherichia coli € a melhor
indicadora de contaminacéao fecal direta ou indireta.
Cerca de 95% dos coliformes existentes nas fezes
de animais e humanos sao E. coli (Hajdenwurcel,
1998; Silva et al., 2000).

A pasteurizagao rapida aplicada ao leite é
um processo de tratamento térmico que consiste no
aquecimento a temperatura de 72 °C a 75 °C
durante 15 a 20 segundos, com o objetivo de
eliminar os microrganismos patogénicos e reduzir o
numero dos nao patogénicos. Para prolongar seu
tempo de prateleira, realiza-se resfriamento
imediato em equipamento de placas até
temperatura igual ou inferior a 4 °C (Brasil, 2017,
Sbampato, 1998).

A pasteurizagdo € um processo eficiente
para a eliminacdo de  microrganismos
patogénicos, porém 0,1 a 0,5% da microbiota
inicial permanece viavel, além de nao eliminar
toxinas, enzimas e esporos microbianos que podem
estar presentes no leite cru. Assim, quanto maior for
a contaminagado inicial antes da pasteurizacéo,
maior sera a microbiota restante.Dai a importancia
de se ter boas condigbes de higiene durante a

ordenha, e da limpeza de utensilios e equipamentos
também antes da pasteurizagdo.(Luz et al., 2011;
Oliveira et al., 2006; Lopez & Stamford, 1997). A
pasteurizagdo € um ponto critico quando se fala em
APPCC (Analise de Perigo e Pontos Criticos de
Controle), uma vez que ndo ha nenhum tratamento
posterior que elimine os perigos microbioldgicos
incorporados.

Para analisar a eficiéncia do processo de
pasteurizacdo sdo pesquisadas duas enzimas:
fosfatase alcalina e peroxidase. A fosfatase alcalina
€ uma enzima sensivel a pasteurizagdo e sua
presenga no produto final indica que a
pasteurizacdo nao foi eficiente. A peroxidase nao é
inativada pela pasteurizagdo, mas é destruida a
temperaturas superiores a 80°C sendo, portanto,
utilizada para verificar se ocorreu superaquecimento
durante o tratamento térmico (Prata, 2001).
Imediatamente apds a pasteurizagao, o leite deve
apresentar teste negativo para fosfatase alcalina e
teste positivo para peroxidase (Brasil, 2018).

A qualidade do leite é regulamentada pelos
orgaos oficiais responsaveis por garantir a
segurancga alimentar da populagao. Os requisitos de
qualidade do leite pasteurizado sdo determinados
pela Instrucdo Normativa n® 76 (Brasil, 2018) que
estabelece para microrganismos pertencentes a
familia Enterobacteriaceae valores menores que 1
UFC/mL e pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2022), que tem como
inaceitavel contagens de enterobactérias acima de
10 (UFC/mL ou NMP/mL).

Sabendo-se da importancia da
pasteurizacdo para garantir alimentos seguros aos
consumidores, o presente trabalho objetivou avaliar
a qualidade microbiolégica e a eficiéncia do
processo de pasteurizagdo do leite pasteurizado
integral produzido e comercializado na regido de
Sinop, Mato Grosso.

Material e Métodos

No periodo de 2 meses, foram coletadas em
em duplicata, 30 amostras de leite pasteurizado
integral, de lotes diferentes, de uma mesma marca.
As amostras foram coletadas dentro do prazo de
validade, acondicionadas em caixas isotérmicas
com gelo, e em seguida transportadas para o
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Mato Grosso, Campus de
Sinop, onde foram imediatamente analisadas
quanto as suas caracteristicas microbiologicas
(coliformes a 35°C, a 45°C e E. coli) e realizadas
pesquisas das enzimas fosfatase alcalina e
peroxidase.

Para a determinacao de coliformes a 35°C,
a 45°C e E. coli utilizou-se a técnica de tubos
multiplos — Numero Mais Provavel (NMP), baseado
na metodologia da American Public Health
Association (Kornacki & Johnson, 2001), sendo
calculado o NMP por mililitro de leite para cada
amostra.
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Foi realizada diluigdo 10" homogeneizando
25 mL de leite com 225 mL de Agua Peptonada a
0,1% e as diluigbes seriadas (102,10®) pipetando 1
mL para tubos de ensaio com 9 mL de Agua
Peptonada a 0,1%. De cada diluigado foi pipetado 1
mL para uma série de 3 tubos com 6 mL de Caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST) com tubos de Durham
invertidos, estes tubos foram incubados a 35°C por
24 a 48 horas, favorecendo o crescimento de
organismos fermentadores de lactose.

Para quantificagdo de coliformes a 35°C, foi
transferido, dos tubos presuntivamente positivos,
com turvagcdo e producdo de gas nos tubos de
Durham, uma aliquota por meio de alga de platina
para tubos contendo 6 mL de Caldo Verde Brilhante
Bile 2% (caldo VB) incubando-os a 35°C por 24 a 48
horas. Foram considerados positivos os tubos que
apresentaram turbidez e formagéo de gas.

Para a quantificacdo de coliformes a 45°C
foi transferido, por meio de alga de platina, uma
aliquota dos testes presuntivos positivos para tubos
com 6 mL de Caldo E. coli (caldo EC). Apos a
incubagdo em banho-maria a 45,5°C durante 24 a
48 horas registrou-se o0 numero dos tubos com
crescimento positivo caracterizados pela turbidez e
gas nos tubos de Durham.

Dos tubos positivos para coliformes a 45°C
foram realizados testes para confirmacgao de E. coli.
Uma algada foi estriada em Agar Eosina Azul de
Metileno (EMB) e incubada a 35°C por 24 horas. As
colénias tipicas seguiram para tubos de Agar
Padrédo para Contagem (PCA), nos quais foram
realizados os seguintes testes bioquimicos: Agar
Citrato de Simmons, Teste de indol e Teste de
vermelho metila e Voges-Proskauer (caldo VM-VP).
Considerou-se positivo para E. coli as culturas com
as seguintes caracteristicas: indol (+) ou (-), VM (),
VP (-) e citrato (-).

Para analisar a eficiéncia da pasteurizagao,
todas as amostras foram submetidas a analise
qualitativa para fosfatase alcalina e peroxidase
através de teste colorimétrico por tiras reagentes da
Cap-Lab Ltda., Brasil.

Resultados e Discussao
Os resultados das amostras de leite
pasteurizado quanto as analises microbiolégicas e

presenca de enzimas fosfatase alcalina e
peroxidase estao na Tabela 1.
Das 30 amostras analisadas foram

confirmadas apresengade coliforms a 35°C em 28
(93,3%) delas, sendo que 13 amostras tinham
contagens maiores que 1.100 NMP/mL. Estes
resultados corroboram com os encontrados por
Fonseca et al (2024), Silva et al. (2018) e Silva et al
(2008) que obtiveram amostras com resultados
positivos para coliformes a 35°C em leite
pasteurizado.

Os coliformes a 35°C saoenterobactérias e
sua presenca no leite pasteurizado pode indicar
contaminagdo durante o processo de produgéo,
elaboracao, transporte, armazenamento e
distribuicdo (Catdo & Ceballos, 2001). Segundo
Silva et al. (2008) a presenca destes em leite
pasteurizado demonstram a necessidade de uma
acao mais efetiva no controle do tempo e
temperatura do pasteurizador, na selegdo de
fornecedores de leite cru e na sanitizagdo de
equipamentos que entram em contato com o leite
apos pasteurizacao.

Apenas uma amostra foi positiva para
coliformes a 45 °C, mas ndo foi confirmada a
presenga de E. coli em nenhuma amostra. A
presenga destes microrganismos pode indicar a
necessidade de um controle mais eficaz da higiene,
mas nao prova necessariamente contaminagao
fecal.

Como todas as amostras sdo provenientes
de leite pasteurizado, a presenca de
microrganismos sensiveis a temperatura como os
coliformes demonstra possivel recontaminagéo pos-
pasteurizagdo ou matéria prima extremamente
contaminada devido a mas condigdes de higiene na
producédo, tendo em vista que a pasteurizagédo nao
elimina totalmente os microrganismos.

E importante a implantacdo de acdes
corretivas e de programas de boas praticas de
fabricagdo e analise de perigos e pontos criticos de
controle para permitir que seja assegurada a
inocuidade do produto (Silva et al., 2008).

Com relagdo aos parametros enzimaticos,
foi constatada auséncia da fosfatase alcalina em
todas as amostras, o que indica que todas
alcangaram a temperatura de pasteurizacgéo,
resultado idéntico ao encontrado por Rodrigues &
Marques (2012) avaliando 101 amostras de leite
pasteurizado.

A peroxidase estava ausente em 8 (26,7%)
amostras, indicando superaquecimento. Tamanini et
al. (2007) avaliando 80 amostras de leite
pasteurizado, encontraram 16,2% das amostras
com peroxidase ausente, enquanto Zocche et al.
(2002) n&do encontraram esta enzima em 50% das
amostras. O superaquecimento €& um artificio
empregado para assegurar a durabilidade e
parametros microbiolégicos do produto até a data
de validade, sendo utilizado quando o leite cru é de
ma qualidade (Tamanini et al., 2007).

Os resultados das analises microbioldgicas
das amostras com  peroxidase  negativa
apresentaram variagdoes de 9,2 a >1100 NMP/mL
para coliformes a 35°C, demonstrando que o
aquecimento acima da temperatura de
pasteurizacdo nao recupera o leite de ma qualidade.
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Tabela 1. Valores percentuais das amostras de leite pasteurizado fora dos padrdes determinados pela legislagéo

(BRASIL, 2018 e BRASIL, 2022).

Analises realizadas

N° de amostras em desacordo

Fosfatase
Peroxidase
Coliformes 35°C
Coliformes 45°C
Escherichia coli

0 (0%)

8 (26,7%)

28 (93,3%)

1(3,33%)
0 (0%)

Conclusao

E fundamental que o leite cru seja de boa
qualidade para que a pasteurizacdo seja eficaz,
além de maior rigor na fiscalizagdo e orientagao
para boas praticas de fabricagdo e monitoramento
dos pontos criticos de controle na industria, para
qgue tenha uma melhor qualidade do produto final.
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