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RESUMO

O presente estudo analisou um binémio de tempo-temperatura alternativo para ser utilizado
na pasteurizagdo lenta sobre a inativacdo da fosfatase alcalina no leite caprino. Sua eficiéncia
foi demonstrada pela contagem padrdo em placas, e foi feita a comparagdo no processamento
de leite refrigerado e congelado. Foram utilizados 18 tratamentos em leite caprino cru (nove
em leite refrigerado e nove em leite congelado). Estes foram acondicionados em frascos
de 300 mL, pasteurizados a 60, 63 e 65°C durante 10-20-30 minutos, e testadas as enzimas
fosfatase alcalina e peroxidase. A contagem padrdo em placas (CPP) e coliformes a 35 e 45°C
foi feita nas amostras cruas e em cada tratamento, em duplicata. Apos a pasteurizagio, todos
os tratamentos apresentaram: ndo crescimento de microrganismos mesofilos, coliformes
com <0,3 NMP/mL, prova de fosfatase negativa e peroxidase positiva. A pasteurizagdo
foi eficiente para melhorar a qualidade microbioldgica do leite tanto refrigerado quanto
congelado. Todos os bindmios avaliados apresentaram resultados satisfatérios para alcangar
os parametros preconizados em legislagdo, sugerindo-se o menor binémio (60°C por 10
min). Nao houve diferenca entre as formas de armazenamento das amostras: refrigerada ou
congelada.

Palavras-chave. fosfatase alcalina, lactoperoxidase, mesdfilos, coliformes, pasteurizagao, leite caprino.

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate an alternative time-temperature binomial to be
used in the slow pasteurization on the alkaline phosphatase inactivation in the goat milk. Its
efficiency was demonstrated with the standard counting in plates, and also refrigerated and
the frozen milks processing were compared. Eighteen treatments were used in the raw goat
milk (nine refrigerated milk and nine frozen milk). They were packed in 300 mL-flasks,
pasteurized at 60-63-65°C for 10, 20, 30 minutes, and then tested for alkaline phosphatase and
peroxidase enzymes. The standard counts in plates (CPP) and coliforms at 35°C and 45°C were
performed in the raw samples and in the every treatment, in duplicate. After the pasteurization
process, all of the treatments showed: no growth of mesophilic microorganisms, coliforms
with <0.3 MPN / mL, negative phosphatase and positive peroxidase tests. The pasteurization
was efficient to improve the microbiological quality of the milk either refrigerated or frozen.
All of the evaluated binomials presented satisfactory results to reach the recommended
parameters preconized in the legislation, suggesting the smaller binomial (60°C for 10 min).
There was no difference between the samples storage form, either refrigerated or frozen.

Keywords. alkaline phosphatase, lactoperoxidase, mesophiles, coliforms, pasteurization, goat milk.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2019;78:¢1769 .



Costa QP, Rekowsky BSS, Costa MP, Delfino NC. Eficiéncia da pasteurizagao lenta do leite de cabra em diferentes bindmios tempo/temperatura.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2019;78:€1769.

O Brasil produziu 153.659 toneladas de
leite de cabra em 2014', com destaque para a regiao
Nordeste do pais, a qual detém 92% do rebanho
caprino brasileiro®. O leite caprino apresenta algumas
caracteristicas nutricionais e terapéuticas que o
diferenciam do leite de outras espécies e que fazem
desse produto uma alternativa na dieta de criangas,
idosos e alérgicos ao leite bovino®*. Tem ainda como
caracteristicas de destaque o teor de proteinas de alto
valor nutritivo e a excelente digestibilidade, além de
ser um produto hipoalergénico®. Apesar de possuir
diversas caracteristicas benéficas, o leite de cabra ¢ um
produto ainda pouco explorado’.

O leite de cabra é o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de
higiene, de animais da espécie caprina sadios, bem
alimentados e descansados®. Tendo como principal
beneficiamento na regido Nordeste a pasteurizacao
com direcionamento para fabrica¢do de subprodutos,
como queijo e iogurte®. A pasteurizagio ¢ um
dos tratamentos térmicos ao qual o leite pode ser
submetido para eliminacdo da sua microbiota, a
fim de destruir os microrganismos patogénicos
que possam contaminar o mesmo. Quanto maior
o total de contagens bacterianas, maior o risco
de surto de doengas veiculadas por alimentos ou
comprometimento do processo de manufatura de
derivados lacteos. Assim, para que o leite ndo se
torne um produto nocivo ao consumo humano, além
de reduzir a carga bacteriana a limites aceitaveis,
a pasteurizagdo promove minimas modificagoes
quimicas, fisicas, sensoriais e nutricionais'.

O tratamento térmico do leite deve ser
eficiente ao nivel de atender as combinagdes tempo/
temperatura requeridas para obter um produto com
qualidade higiénica satisfatoria e prolongar a vida util
do mesmo, sem causar prejuizos decorrentes do calor
as suas posteriores tecnologias de beneficiamento'.

Um dos processos de pasteuriza¢do permitidos
pela legislacdo é a pasteurizagdo lenta, que consiste no
aquecimento indireto do leite entre 63°C e 65°C pelo
periodo de trinta minutos, mantendo-se o leite sob
agitacdo mecanica, lenta, em aparelhagem propria®.
O leite, quando devidamente pasteurizado nao pode
conter fosfatase alcalina, pois esta é uma enzima
sensivel a pasteurizagdo e sua presenga no produto
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final indica a ineficiéncia desse processo térmico.
Logo, esta enzima ¢ pesquisada para comprovar que
o tempo e a temperatura aplicados na pasteurizacao
foram efetivos". A verificagdo da atividade residual da
FA como indicador da eficiéncia da pasteurizagio é
amplamente utilizada no pais e no mundo™, existem
varios relatos na literatura que verificaram a adequagio
da pasteurizacido do leite bovino'. Contudo, ndo se
tem estudos que demonstrem com precisdao o tempo
e a temperatura necessarios para a inativagdo da
atividade da fosfatase alcalina no leite de cabra, que
naturalmente contém niveis diferentes da enzima
quando comparado com o leite bovino. Apesar do
teste de fosfatase alcalina ser bastante confiavel para o
leite de vaca, ndo se tem clareza de sua aplicagao para
verificar a adequagdo da pasteurizagdo para o leite
caprino dentro dos padroes atuais'®. Sendo a atividade
da fosfatase em leite caprino cerca de 2 a 5 vezes menor
que no leite de vaca'’.

Quantomaisseelevaatemperaturano processo
térmico, mais profundas sdo as transformagoes fisico-
quimicas no leite. Estas alteracdes afetam o equilibrio
das substancias nitrogenadas e dos sais minerais,
assim como do conteudo vitaminico®. Isso faz com
que o produto final da fabricagdo de derivados
do leite caprino seja prejudicado. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar através de parametros
microbiolégicos e teste colorimétrico qualitativo a
eficiéncia da inativagdo da fosfatase alcalina apds
pasteurizagdo lenta no leite de cabra em diferentes
temperaturas e tempos, verificar qual o melhor
tratamento para o leite dessa espécie e comparar a
eficiéncia do tratamento térmico do leite refrigerado e
congelado.

Obtengao da matéria-prima

O leite foi obtido de um rebanho de cabras
Saanen, situado na cidade de Camagari, Bahia. Foram
coletados 5 litros de leite refrigerado e 5 litros de
leite congelado (10 litros no total). Posteriormente,
o material foi acondicionado em garrafas plasticas
especificas de 500 mL, dentro de isopor com gelo e
mantias sob refrigeracdo em temperatura nao superior a
7 °C e transportadas imediatamente para o Laboratério
de Inspecao e Tecnologia de Leite e Derivados
(LalTL4cteos) da Escola de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade Federal de Bahia.
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Processo de pasteurizacao

Para realizar o tratamento térmico, as amostras
foram colocadas em frascos de vidro de 300 mL,
identificadas, levadas ao tanque de banho-maria e
aquecidas gradativamente a 60°C (T1), 63°C (T2) e
65°C (T3). Foram utilizados dois tipos de amostras,
uma contendo leite refrigerado e outra congelado,
ambos pasteurizados através de nove tratamentos. Os
tratamentos consistiam em variagdo da temperatura
(T1, T2 e T3) em trés periodos de tempo (10, 20 e 30
min), totalizando 18 tratamentos.

A Tabela 1 apresenta as amostras com seus
respectivos tratamentos. O experimento foi conduzido
em triplicata experimental, e as andlises foram realizadas
em duplicata analitica.

Tabela 1. Amostras de leite caprino com seus respectivos

tratamentos
Tratamento Tipo de leite
Congelado Refrigerado

60°C/10 min TiCuo TiRio
60°C/20 min T1Ca TiR20
60°C/30 min T1Cso TiRs0
63°C/10 min T2Cio T2Ruo
63°C/20 min T2Ca T2R20
63°C/30 min T>Cso TR0
65°C/10 min T3Co TsRuo
65°C/20 min T3Ca TsR20
65°C/30 min T3Cso TsRs0

T = 60°C; T,= 63°C; T,= 65°C

Teste da fosfatase alcalina e lactoperoxidase

A determinacdo da fosfatase alcalina
(FA) permite avaliar a eficiéncia do processo de
pasteurizagao. Com essa finalidade, foi aplicado um
teste colorimétrico comercial (Cap-Lab®), no qual a
tira reagente determinou qualitativamente esta enzima.
A técnica baseia-se na hidrdlise de p-nitrofenilfosfato
em p-nitrofenol e fosfato, na presenca de fons magnésio
e fosfatase alcalina, cujo nitrofenol formado possui
coloragao amarela indicando prova positiva. Logo apds
o tratamento térmico das amostras, foi imerso uma
tira reagente em cada uma delas durante 10 segundos,
posteriormente foi realizada a leitura passados dois
minutos.

A determina¢do da lactoperoxidase permite
avaliar a eficiéncia do processo de pasteurizagio.

Com essa finalidade, também foi aplicado um teste
colorimétrico comercial (Cap-Lab®), no qual a tira
reagente determinou qualitativamente esta enzima. A
lactoperoxidase é uma enzima presente naturalmente
no leite e a técnica de sua determinagdo baseia-se na
inativacado da mesma se o leite for aquecido acima
de 80°C por alguns segundos. Imediatamente apds a
pasteurizacdo o produto processado deve apresentar
teste positivo para a peroxidase. Apds o tratamento
térmico das amostras, foi imerso uma tira reagente em
cada uma delas durante 10 segundos e posteriormente
foi realizada a leitura depois de dois minutos.

Analises microbioldgicas

As analises microbiologicas dos leites
refrigerado e congelado foram realizadas seguindo
a Instrugdo Normativa n° 62 recomendada pelo
Ministério da Agricultura®. As amostras foram
submetidas a determinacdo do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes a 35°C, coliformes
a 45°C e contagem padrdo em placas (CPP) no
leite cru refrigerado e congelado e posteriormente
nos tratamentos. No entanto, a legislagdo brasileira
estabelece padrdes microbiologicos para o leite de
cabra cru apenas para contagem global®.

Os resultados da andlise de fosfatase alcalina
mostraram que todos os tratamentos da pasteurizagao
foram eficientes na inativagdo da mesma, demonstrado
pela coloragdo da fita utilizada no teste de fosfatase. A
coloragao amarela intensa significa que ha a presenca
da fosfatase, observada na analise de leite cru. Apds os
tratamentos térmicos em seus respectivos tempos, todas
astirasdo teste apresentaram a coloragdo amarelo palido,
a qual resulta da inativacdo da FA apos a pasteurizagao.
Essa andlise foi realizada em tempo zero, imediatamente
apds a pasteurizagao, segundo Rankin et al® esse tipo de
conduta fornece resultados mais precisos para provas
de FA. O fundamento da pasteurizagao esta na correta
utilizacdo do bindmio tempo-temperatura, a fim de
provocar a eliminacdo da microbiota patogénica e
possibilitar a seguranca alimentar do produto. Durante
o0 processo todas as particulas devem ser aquecidas até
uma determinada temperatura minima por um tempo
especifico’’. Esse aquecimento destr6i grande parte
da flora microbiana e inativa sistemas enzimaticos,
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esse fato pode ser observado neste trabalho através
da relagao dos resultados do crescimento bacteriano
com a auséncia da fosfatase alcalina, nos quais todos
os tratamentos demonstraram o ndo crescimento
bacteriano, ou o crescimento dentro dos padrdes
preconizados por legislagdo (Amostra TR ). Todas as
amostras foram aquecidas com temperaturas inferiores
a 80°C, que ¢ a temperatura minima para inativacao
da lactoperoxidase, por esse motivo apresentaram
resultados positivos para essa enzima.

Estes resultados estao de acordo com o estudo de
Wilinska et al*, os quais examinaram a estabilidade térmica
da FA no leite bovino e caprino na faixa de temperatura
entre 54-69C e verificaram que todas as amostras
demonstraram grandes taxas de inativacdo. Vamvakaki
et al® também encontraram reducgdo da atividade da
fosfatase alcalina mais rapida em leite caprino e ovino em
compara¢ao com o leite bovino na temperatura de
59°C. Outro binémio inferior estabelecido pela legislacao
brasileira foi aplicado por Lorenzen et al** em leite caprino,
no qual o tratamento térmico de 62°C por 30 minutos
conseguiu resultados satisfatorios para o limiar de fosfatase
alcalina. Isso demonstra que o leite caprino necessita de
uma menor temperatura para inativagao da fosfatase que o

leite bovino, permitindo a inferéncia de que a temperatura
de pasteurizagdo do leite de cabra pode ser menor que a ja
descrita.

A determina¢do da atividade da enzima
lactoperoxidase foi realizada para verificagio de
superaquecimento do leite durante a pasteurizagio.
Nesse experimento, observou-se que o teste de
peroxidase foi positivo para todos os tratamentos
realizados, o que demonstra que ndo ocorreu
temperatura excessiva durante a execu¢ido do estudo,
uma vez que a enzima ainda se encontrava presente na
amostra.

A contagem de mesofilos neste experimento
teve 6,2 x 10* UFC/mL para o leite congelado e
9,5 x 10* UFC/mL para o leite refrigerado antes da
pasteurizacao (Tabela 2). Souza et al® ao avaliar trés
lotes de leite cru, encontraram valores superiores
ao do presente estudo, variando de 1,15 x 10° e 1,18 x 10°
UFC/mL. Os resultados das analises microbioldgicas
de leite cru no presente estudo demonstraram uma
possivel falha no processo de ordenha do leite, uma
vez que foi observada a presen¢a de coliformes no
leite sem a pasteuriza¢do (110 NMP), conforme a
Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das andlises do leite caprino pré e pos tratamento térmico

Coliformes (NMP.mL™") Mesofilos (Log UFC.mL") Fosfatase Lactoperoxidas
Amostras
Congelado Resfriado Congelado Resfriado Congelado Resfriado Congelado Resfriado
Cru 110 110 4,79 4,97 Positiva Positiva Positiva Positiva
60°C/10min <0,3 <0,3 0 2,29 Negativa Negativa Positiva Positiva
60°C/20min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
60°C/30min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
63°C/10min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
63°C/20min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
63°C/30min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
65°C/10min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
65°C/20min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
65°C/30min <0,3 <0,3 0 0 Negativa Negativa Positiva Positiva
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Ao analisar a composi¢do microbiana do
leite de cabra, Foschino et al® observaram constante
presenca de coliformes no leite cru. Segundo Andrade
etal®, a pesquisa de bactérias do grupo dos coliformes é
importante devido a sua relagdo com a higiene durante
a produ¢do, na qual em seu estudo foi encontrada
apenas uma amostra de leite cru com coliformes
termotolerantes (0,4 NMP/mL).

Em relagdo aos resultados microbioldgicos
apos a pasteurizagdo, estes foram satisfatorios para
todos os tratamentos térmicos, ndo apresentando
contagem de  microrganismos  mesofilos
(Log UFC.mL") e coliformes <0,3 NMP/mL.
Em todas as amostras de leite pasteurizado
analisadas, ndo houve a detec¢do de coliformes
totais e termotolerantes, estando de acordo
ao preconizado na legislagdo®. Souza et al’ ao
utilizarem a pasteurizagdo lenta (63-65°C por 30
min) obtiveram semelhante eficiéncia na reducdo
microbiana do leite caprino. Costa et al” também
observou a redu¢do de mesdfilos e coliformes no
leite de cabra apds o processo de pasteurizagdo
(62-65°C por 30 min), além disso, verificou ainda
a reducao de Staphylococcus coagulase positiva e a
auséncia de Salmonella spp.

Ao compararaduplicatadeleiterefrigerado com
o leite congelado, observou-se resultados equivalentes
em todas asandlises antes e apds o tratamento térmico de
ambos os tipos de leite. Isso mostra que o congelamento
anterior a pasteurizagao do leite caprino nao interfere
no processo de inativagao da fosfatase alcalina

A partir dos resultados obtidos, pode-se
concluir que todos os tratamentos foram suficientes
para alcancar os pardmetros preconizados na
Instruc¢ao Normativa n° 37 de 31/10/2000, podendo-
se utilizar o menor binémio de tempo-temperatura
(60°C por 10 min), nao existindo diferenca entre a
forma de armazenamento das amostras, refrigerada
ou congelada.
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