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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi avaliar a resistência térmica de S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis em
fórmula láctea infantil em pó reconstituída, experimentalmente contaminada. As amostras de leite
reconstituídas foram contaminadas e submetidas às temperaturas de 60º, 70º e 80ºC, em banho de imersão,
por 5 minutos. A quantificação de Salmonella spp. foi realizada pela técnica do NMP (Número Mais
Provável). Após o tratamento térmico a 60°C, houve um decréscimo na população de S. Enteritidis, S.
Panama e S. Infantis de, em média, 5,13; 4,63 e 4,82 ciclos logarítmicos, respectivamente. Com o
aquecimento a 70°C as reduções médias foram de 6,42; 5,56 e 6,56 ciclos logarítmicos, respectivamente.
A 80º C não se detectou Salmonella spp. nas amostras analisadas. Por meio da análise de comparação
múltipla de Tukey observou-se que não houve diferença significativa, com relação à resistência térmica,
entre as três cepas de Salmonella estudadas às temperaturas de 60º C e 70ºC. Os resultados do presente
estudo demonstraram que os tratamentos térmicos a 60 e 70°C/5 minutos não foram suficientes para
eliminar toda população de Salmonella spp. (106 NMP/mL) inoculada na fórmula láctea infantil,
demonstrando a importância dos cuidados nas etapas de preparo e manipulação desses alimentos,
consideradas como  pontos críticos de controle.
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ABSTRACT
The objective of the present trial was to evaluate the thermal resistance of S. Enteritidis, S. Panama and S.
Infantis, which were experimentally inoculated into the reconstituted infant milk formula. Samples of
contaminated reconstituted milk were submitted to 60º, 70º, and 80ºC in a water - bath for 5 minutes.
Salmonella spp. quantification was performed by means of Most Probable Number (MPN) technique.
After thermal treatment at 60°C, the mean count reductions in population of S. Enteritidis, S. Panamá, and
S. Infantis were equal to 5.13, 4.63, and 4.82 log cycles, respectively. In heating at 70°C, the means
reductions were 6.42, 5.56, and 6.56 log cycles, respectively. At 80ºC there was no recovery of Salmonella
spp. from analysed samples. Tukey’s multiple comparison analysis showed that there were no significant
differences on thermal resistance of three Salmonella strains at 60ºC and 70ºC. The present study showed
that the treatments at 60° and 70°C for 5 minutes were not enough to eliminate all Salmonella spp. population
(106 MPN/mL) experimentally inoculated into the infant milk, showing the importance of the precautions
during the milk manufacturing and manipulation steps, which were considered critical control points in
preparing these foods.
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INTRODUÇÃO

As bactérias do gênero Salmonella são microrganismos
de grande importância em Saúde Pública. Levantamentos
epidemiológicos realizados em vários países revelam que dentre
os agentes etiológicos das doenças transmitidas por alimentos
(DTAs), a salmonela é o patógeno mais comumente envolvido1,2.
No ano de 2004, ocorreram nos EUA 15.806 casos de DTAs
ocasionados por bactérias patogênicas, sendo 6.464 (40,9%)
causados por Salmonella3. No Estado de São Paulo, segundo
dados do Centro de Vigilância Epidemiológica da Secretaria de
Estado da Saúde (CVE/SES – SP), dentre os 69 surtos notificados
de origem bacteriana, no ano de 2002, 31 (44,9%) foram
ocasionados por Salmonella spp., com um total de 534 casos4.

Em crianças e recém-nascidos, as infecções por
Salmonella spp. podem ser severas ocorrendo septicemia com
seqüelas e morte5,6. Alimentos destinados a este grupo
populacional, como as fórmulas lácteas infantis, podem ser
veiculadores deste patógeno. As fórmulas líquidas, prontas para
consumo, são comercialmente estéreis, no entanto, os produtos
em pó não são esterilizados, podendo apresentar contaminação.
Dentre os surtos descritos, há relatos no Brasil, EUA, França,
Reino Unido, Espanha e Korea com isolamento de Salmonella
spp. em amostras de fórmulas lácteas em pó e
reconstituídas7,8,9,10,11,12,13. Embora outras bactérias tenham sido
isoladas de fórmulas infantis, a ocorrência de doenças associadas
ao consumo destes produtos, somente foi confirmada para aqueles
contaminados com Salmonella spp. e Enterobacter sakazakii14.

A contaminação das fórmulas infantis em pó, por bactérias
da família Enterobacteriaceae, pode ocorrer durante seu
processamento na indústria, sendo as áreas de suplementação (adição
de ingredientes), desidratação e embalagem (ambiente) as principais
fontes de contaminação14,15. Além disso, durante o preparo do alimento
para o consumo, diversos fatores podem contribuir para a ocorrência
de patógenos no produto, tais como: uso de água contaminada para
reconstituição, manipulação em condições higiênicas inadequadas e
abusos no binômio tempo x temperatura16,17,18.

O tratamento térmico pode ser considerado um ponto crítico
de controle para eliminação de patógenos em diversos alimentos,
entretanto, a eficiência deste processo depende de informações sobre
o comportamento do microrganismo em um determinado substrato
durante seu aquecimento. O tratamento apropriado deve, ainda,
ser suficiente para inativar o patógeno de interesse, sem interferir
na composição nutricional do alimento19.

De acordo com a FAO/OMS14, o risco de uma criança
adoecer devido ao consumo de fórmulas infantis contaminadas
pode ser minimizado utilizando água fervente para reconstituir
o produto ou pelo aquecimento da fórmula após reconstituição.
As informações sobre resistência térmica de Salmonella spp.
em fórmulas lácteas infantis são de fundamental importância
para que os processos térmicos sejam aplicados de maneira
eficiente, garantindo a inocuidade do alimento.

O objetivo deste estudo foi avaliar a resistência térmica
de Salmonella Enteritidis, Salmonella Panama e Salmonella
Infantis, em leite em pó infantil reconstituído, laboratorialmente

contaminado e submetido às temperaturas de 60, 70 e 80ºC por
5 minutos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Seleção e preparo das cepas de Salmonella
As cepas de S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis,

utilizadas neste estudo, foram isoladas, de alimento à base de
carne de peru envolvida em doença de origem alimentar, de
uma amostra de água envolvida em surto e de carne moída crua,
enviadas a Seção de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo
Lutz Central, respectivamente.

Reconstituição da fórmula láctea
Utilizou-se leite em pó infantil e com contagem de

bactérias mesófilas inferior a 10 UFC/mL (Unidade Formadora
de Colônia). Para reconstituição da fórmula, foram
homogeneizados 100 gramas do produto em 500 ml de água
destilada esterilizada.

Contaminação da fórmula láctea reconstítuida
As cepas, mantidas em gelose conservação, foram

reativadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a
35°C/18-24 horas. Para realização dos ensaios, com cada uma
das três cepas, 1 mL da cultura em BHI foi inoculado em 500
mL da fórmula reconstituída. Procedeu-se a homogeneização
por agitação do frasco.

Tratamento térmico
A fórmula láctea contaminada (500 mL) foi dividida em

4 porções (3 de 100 mL e uma de 200 mL). Os três frascos
contendo 100 mL foram submetidos separadamente às
temperaturas de 60, 70 e 80°C, em um banho-maria (DUBNOFF
modelo 144 ), por 5 minutos, após a amostra ter alcançado a
temperatura desejada. Durante o período de 5 minutos a
temperatura do leite e do banho foram monitoradas. O frasco
contendo 200 mL da amostra não tratada foi utilizado para
avaliação da concentração inicial de Salmonella. Foram
realizados 5 experimentos com cada uma das cepas.

Quantificação da Salmonella spp.
A pesquisa de Salmonella spp., nas amostras tratadas e

não tratadas termicamente, foi realizada de acordo com
metodologia descrita na ISO20, com algumas modificações. A
etapa de enriquecimento seletivo, que tem como objetivo inibir
a multiplicação da microbiota acompanhante e promover a
elevação preferencial do número de células de Salmonella spp.,
foi dispensada, uma vez que o estudo foi realizado com leite em
pó infantil, experimentalmente contaminado, e com contagem
inicial de bactérias mesófilas inferior a 10 UFC/ml.

A quantificação do microrganismo foi realizada pela
técnica do Número Mais Provável (NMP) segundo Peeler et al.21.
Uma série de 3 tubos, contendo cada um 10 mL de água peptonada
tamponada (APT) 1% concentração dupla, foi semeada com 10
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mL da amostra submetida ao tratamento térmico (não diluída)
previamente homogeneizada. Em seguida, 25 mL de amostra, de
cada frasco, foi homogeneizado em 225 mL de água peptonada
1% (APT 1%), obtendo-se a diluição 10-1. Diluições decimais
seriadas foram realizadas para se obter as diluições 10-2 e 10-3.
Séries de 3 tubos, contendo cada um 10mL de APT 1%
concentração simples, foram semeadas com 1 mL das diluições
10-1, 10-2 e 10-3. Os tubos foram incubados a 35° C/24 horas.

Para a quantificação da concentração inicial de
Salmonella spp., presente na fórmula láctea antes do tratamento
térmico, foram realizadas diluições decimais seriadas de 10-1 a
10-7, utilizando-se em seguida a técnica de NMP.

Os tubos que apresentavam turvação foram semeados
em dois meios seletivos e diferenciais para salmonela: SS (ágar
Salmonella-Shigella) (Diagnostic Pasteur 64514) e BG (ágar
verde brilhante) (Merck 107232). As placas foram incubadas a
35°C/24 horas e as colônias características de Salmonella spp.
foram inoculadas em meio IAL22 para identificação bioquímica.

Cálculo do valor D
O valor D corresponde ao tempo necessário para reduzir

90% (=1 redução Log) da população microbiana (tempo de
redução decimal)23. O valor D foi determinado para cada uma
das três cepas estudadas de acordo com a seguinte equação: D
= t/(Log N0 – Log N), onde t corresponde ao tempo de
aquecimento em minutos, Log N0 é o número inicial do
microrganismo (Log NMP/mL)  e  Log N é o número final de
células após o tratamento térmico (Log NMP/mL)24.

Análise Estatística
Os dados são apresentados com suas respectivas médias

± desvio-padrão. Uma análise de correlação entre: população
(log10 NMP) e temperatura (°C) foi realizada empregando-se o
test-t, com nível de significância de 95%, para verificar se a
correlação entre essas variáveis era significativa. Para obter uma
relação quantitativa entre estas variáveis foi aplicada uma análise
de regressão linear com nível de significância de 95% e
construídos intervalos de confiança e de predição para o modelo
gerado. Toda a análise estatística foi realizada utilizando o pacote
estatístico Minitab for Windows, v. 13.3125.

Para verificar se houve diferença significativa com
relação à resistência térmica entre as três cepas estudadas foi
realizada uma comparação múltipla de Tukey com nível de
significância de 95%.

RESULTADOS

Após o tratamento térmico a 60°C, houve um decréscimo
na população de S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis de, em
média, 5,13; 4,63 e 4,82 ciclos logarítmicos, respectivamente.
Com o aquecimento a 70°C as reduções médias foram de 6,42;
5,56 e 6,56 ciclos logarítmicos, respectivamente. Após
tratamento a 80°C, não houve recuperação de células viáveis
em nenhum dos experimentos realizados (Tabela 1).

Os resultados da análise de regressão linear, para S.
Enteritidis, S. Panama e S. Infantis, indicam uma forte correlação
entre a população de Salmonella spp. e a temperatura (R2=0,976,
0,955 e 0,968, respectivamente), significativa no nível de 95%
de confiança, de acordo com os resultados do teste-t.

Os valores D calculados para as temperaturas de 60°C e
70°C foram: D60 = 0,97; 1,08 e 1,04 min. e D70 = 0,78; 0,90 e
0,76 min. para S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis,
respectivamente.

DISCUSSÃO

A resistência térmica de um microrganismo depende de
diferentes fatores como concentração de bactérias no substrato,
microbiota competidora presente, fase em que se encontra a
população bacteriana e das propriedades e composição do
substrato (pH, Aw, gorduras, proteínas, sólidos totais, entre
outros). A presença de gorduras e proteínas nos alimentos exerce
efeito protetor sobre os microrganismos26. No leite, a interação
entre a fração proteíca e cátions bivalentes, presentes no soro,
pode estar associada com a proteção da Salmonella aos
tratamentos térmicos27.

Os valores D60 para a maioria dos sorovares de Salmonella
estão entre 0,2 e 6,5 minutos28. Determinados sorovares de
Salmonella enterica são mais resistentes ao calor do que outros,
sendo a Salmonella Senftenberg 775W a mais resistente25. No
presente estudo, os resultados com o aquecimento a 60°C
(P=0,187) e 70°C (P=0,142) demonstraram que nestas
temperaturas não houve diferença significativa na resistência
térmica entre as cepas de S. Enteritidis, S. Panama e S. Infantis.
Os valores D60 e D70, necessários para reduzir a população, um
ciclo da escala logarítmica, foram semelhantes para as três cepas.

Diferenças na resistência térmica entre Salmonella spp. e
outros gêneros da Família Enterobacteriaceae são observadas.

Tabela 1. População inicial de Salmonella spp. e após os tratamentos térmicos a 60°C, 70°C e 80°C

 População de Salmonella spp. (log10NMP/mL)
Inicial 60°C 70°C 80°C

S.Enteritidis 6,49 ± 0,15a 1,36 ± 0,62 0,07 ± 0,16 ——b

S. Panama 6,43 ± 0,35 1,80 ± 0,33 0,87 ± 0,80 ——
S. Infantis 6,76 ± 0,28 1,94 ± 0,44 0,20 ± 0,29 ——
amédia ± desvio padrão
bnão houve recuperação de células viáveis (<0,3 NMP/mL). Portanto, não foi possível expressar o resultado em Log10
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E. sakazakii representa um dos microrganismos com maior
termotolerância entre gêneros da Família Enterobacteriacea,
sendo encontrados valores D58 e D60 de 4,2 e 2,5 min.,
respectivamente, em fórmula infantil reconstituída29. Comparando
os valores D60 obtidos no presente trabalho com os observados
para Enterobacter sakazakii, verifica-se que os sorovares de
Salmonella estudados apresentaram maior sensibilidade ao calor.

Os resultados do presente estudo demonstraram que os
tratamentos térmicos a 60 e 70°C/5 minutos não foram
suficientes para eliminar toda população dos três sorovares de
Salmonella (106 NMP/mL) inoculada na fórmula infantil. Os
níveis de patógenos encontrados em fórmulas lácteas em pó
contaminadas, geralmente, são baixos13. Entretanto, o
armazenamento inadequado do produto após reconstituição pode
favorecer a multiplicação do agente. Uma população de
Salmonella, em fórmula reconstituída mantida a 30°C por 24
horas, pode aumentar em até 7,5 ciclos logarítmicos15. Um
aquecimento posterior poderá não ser suficiente para garantir a
inocuidade do alimento, como observado no presente estudo.

Após o tratamento térmico a 80°C não houve recuperação
de células viáveis de    Salmonella spp. Entretanto, o uso de
temperaturas elevadas para preparar as fórmulas lácteas não é
recomendado, pois podem ocorrer alterações no conteúdo
nutricional do produto, além do risco de queimaduras durante a
manipulação e consumo14.

Considerando que as fórmulas lácteas são consumidas
por crianças, particularmente, as hospitalizadas e prematuras
ou que não podem ser amamentadas com leite materno, estes
dados demonstram a importância dos cuidados nas etapas de
preparo e manipulação destes alimentos, sendo consideradas
pontos críticos de controle. O tratamento térmico pode não
garantir a segurança do produto, principalmente, em fórmulas
armazenadas inadequadamente e com elevada concentração de
Salmonella spp.
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