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RESUMO

A produg@o nacional de leite tratado por ultra-alta temperatura (UHT) em 2011 foi de 5,81

bilhdes de litros, representando assim 78% do leite fluido consumido no Brasil. O presente trabalho
teve como objetivo estudar a contaminagao por aerdbios mesofilos (AM) em leite UHT, verificando
o atendimento a padrdes microbiologicos legais, classificando os grupos encontrados segundo suas
caracteristicas morfo-tintoriais e discutindo a metodologia de enumeragao determinada pela Instrugao
Normativa 62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Das 60 amostras
estudadas, 23 (38,3%) apresentaram resultados acima do padrao de 100 UFC/mL estabelecido pela IN
370 do MAPA para micro-organismos AM. Quando o Bacillus sporothermodurans foi considerado,
as contagens maximas aumentaram 71,2% nas amostras integrais e 31,0% nas amostras desnatadas.
Considerando-se as maiores diluigdes semeadas em que se obteve crescimento, foi possivel o
isolamento de 462 colonias de AM que, na coloragdo de Gram representaram 64,3% de bactérias
Gram positivas e 9,5%, de bactérias Gram negativas. Fungos filamentosos e leveduras somaram
26,2%. Entre os Gram positivos predominaram cocos, B. sporothermodurans e, outros bacilos. Entre
os Gram negativos predominaram os cocobacilos e os bacilos. Como as amostras representam lotes
de leite UHT de importantes marcas do sul do pais, os resultados demonstram que 11 das 15 marcas
estudadas apresentaram excesso de AM, quando comparadas com o parametro legal. Os grupos de
microrganismos presentes, sobretudo os Gram negativos que sao sensiveis a temperatura, indicam
possiveis falhas no processamento e/ou contaminagdo pos-processamento.
Palavras-chave: leite longa vida; aerdbios mesoéfilos; fungos filamentosos e leveduras.
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ABSTRACT

In 2011 the national production of ultra-high temperature milk (UHT) was 5.81 billion liters,
corresponding to 78% of fluid milk consumed in Brazil. The present work aimed to study UHT milk
contamination by mesophilic aecrobes (MA), verifying the accordance with microbiological standards,
classifying the groups found according to its morpho-tinctorial characteristics and discussing
the methodology determined by Normative Instruction (NI) 62 from the Brazilian Ministry of
Agriculture, Animal Husbandry and Supply. From 60 studied samples, 23 (38.3%) presented results
above the 100 CFU/ mL standard established by NI 370 for (MA). When B. sporothermodurans
was considered, maximum counts raised 71.2% in whole milk samples, and 31.0% in skimmed
milk samples. Regarding the higher dilutions inoculated that have shown growth, it was possible to
isolate 462 colonies of (MA) that, in Gram coloration corresponded to 64.3% Gram positive bacteria
and 9.5% Gram negative. Molds and yeasts added up to 26.2%. Among Gram positive, there was a
prevalence of cocci, B. sporothermodurans, and other Gram positive bacilli. Among Gram negative,
the coccobacilli and bacilli prevailed. Considering that the samples represent UHT milk from
important industries of southern Brazil, the results demonstrate that 11 out of the 15 studied brands
showed high counts of (MA) when compared to the established standards. Furthermore, among the
groups of microorganisms found in the samples, especially heat sensitive Gram negative bacteria,
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indicates possible failures in milk processing and/or post-processing contamination.

Keywords: UHT Milk; mesophilic aerobes; filamentous fungi and yeasts.

1 INTRODUCAO

Em 2011 o Brasil apresentou um crescimento
de 4,5% na produgio leite, com aproximadamente 32
bilhoes de litros (EMBRAPA, 2012). Segundo dados
da Associagao Brasileira de Industrias de Leite Longa
Vida (ABLV) a produgiao nacional de leite tratado por
(UAT) Ultra-Alta Temperatura, ou UHT (Ultra High
Temperature), em 2011 foi de 5,81 bilhdes de litros,
representando 78% do total do leite fluido consumido
no Brasil (GUERRA, 2012).

O leite UHT ou longa vida é submetido a
tratamento térmico, por 2 a 4 segundos, a uma temperatura
entre 130 e 150° C, em fluxo continuo, imediatamente
resfriado a temperatura inferior a 32° C e envasado em
condi¢des assépticas em embalagens esterilizadas e
hermeticamente fechadas (BRASIL, 1997).

Segundo Franco; Langraf (2008), o processo de
Ultra Alta Temperatura, objetiva a destrui¢do de todas
as células viaveis presentes no alimento. No entanto,
Martins et al. (1999), ressalta que tecnicamente o leite
que passa pelo processo de ultrapasteurizagdo nao sofre
esterilizacdo absoluta, uma vez que, além de esporos,
bactérias extremamente termorresistentes, como o Bacillus
sporothermodurans podem permanecer no produto final.

A contagem total de micro-organismos aerobios
mesofilos tem sido utilizada como indicador de qualidade
sanitaria dos alimentos, possibilitando estimar seu prazo
de validade e avaliar sua qualidade (BARROS, 2004).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qua-
lidade de Leite UAT, determina que em relagdo aos
requisitos microbiolégicos, o leite UAT ndo deve
apresentar micro-organismos capazes de proliferar em
condi¢des normais de armazenamento, € que apos in-
cubagdo da embalagem fechada a 35-37°C durante sete

dias, o nimero de micro-organismos aerobios mesofilos
deve ser de no maximo, 100 UFC/mL (BRASIL, 1997).

Ha varias técnicas, preconizadas por diversos
orgdos nacionais e internacionais, para a contagem
de micro-organismos aerébios mesofilos em leite. A
Portaria n® 370 (BRASIL, 1997) indica a metodologia
FIL 100B: 1991 (ANVISA, 2001). No entanto, pos-
teriormente, a Instru¢do Normativa 62 (BRASIL, 2003)
trouxe uma metodologia especifica para contagem de
aerobios mesofilos em produtos UHT, denominada
“Contagem de micro-organismos mesofilos aerobios
viaveis capazes de causar alteragdo em produtos
lacteos liquidos UHT”, utilizada neste trabalho. Esta
metodologia determina a identifica¢do e exclus@o do
Bacillus sporothermodurans da contagem final.

Pesquisas relataram altas contagens de micro-
organismos em leite UHT e atribuiram sua presenca a falhas
no sistema de envase e a ma higieniza¢ao dos equipamentos
utilizados no tratamento térmico (WESTHOFF, 1981;
WESTHOFF; DOUGHERTY, 1981). As caracteristicas
morfo-tintoriais auxiliam na classificagdo dos micro-
organismos e na determinagao da origem da contaminagao,
pela relagdo que existe entre os principais grupos
bacterianos e seus mais frequentes habitats.

O objetivo deste trabalho foi estudar a contaminagao
por aerdbios mesodfilos em leite UHT, para verificar o
atendimento a padrdes microbiologicos legais; classificar
os grupos encontrados segundo suas caracteristicas morfo-
tintoriais, e discutir a metodologia determinada pela
Instru¢do Normativa 62 (BRASIL, 2003).

2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 60 amostras de leite UHT,
sendo 30 de leite integral e 30 de leite desnatado,
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comercializadas em supermercados da cidade de
Londrina, Parana (PR). As amostras pertenciam a 15
diferentes marcas, sendo 6 produzidas no Parana, 6no
Rio Grande do Sul e 3 em Santa Catarina. As amostras
foram coletadas entre novembro de 2011 e julho de
2012, com média de 36 dias apés a fabricagao.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio
de Inspecao de Produtos de Origem Animal, da Uni-
versidade Estadual de Londrina, onde foram incu-
badas a 36°C (+ ou — 1°C), em sua embalagem
original fechada, durante 7 dias, para verifica¢ao
da ocorréncia de alteragdes como estufamento, coa-
gulacdo, floculagdo, dessoragdo e contagem de aerd-
bios mesofilos (BRASIL 1997; BRASIL 2003).

A contagem total de micro-organismos aerébios
mesofilos foi realizada através daprova oficial do
Ministério da Agricultura para produtos lacteos UHT,
intitulada “Enumeracdo de micro-organismos meso-
filos aerobios vidveis capazes de causar alteragdo em
produtos lacteos liquidos UHT” (BRASIL, 2003),
utilizando semeadura em superficie, simultaneamente
em agar BHI e agar nutriente isento de extrato de
levedura, e incubando-se a 30° por 72 horas.

As caracteristicas morfo-tintoriais dos micro-
organismos isolados foram avaliadas utilizando-se a
coloracdo de Gram (CARTER, 1988). Todas as colonias
crescidas nas placas das maiores diluigdes de cada
amostra foram submetidas a coloragdo pelo método de
Gram. A identificagdo do B. sporothermodurans, foi
baseada nas caracteristicas morfo-tintoriais, conforme
descrito por Busatta et al. (2005), que ¢ presuntiva para
caracterizagdo do mesmo.

As coldnias suspeitas de serem fungos
filamentosos ou leveduras foram encaminhadas ao
Laboratorio de Micologia Veterinaria da Universidade
Estadual de Londrina para identificagdo. As coldnias
foram mantidas em agar Sabouraud dextrose, em
temperatura ambiente por um periodo de 7 a 14 dias.
Para identificagdo foram realizadas analises macro e
microscopicas. Para as analises microscopicas foram

preparados microcultivos conforme a técnica de Riddel
(1950), corados com azul de algoddo lactofenol. A
identificagdo foi realizada observando-se estruturas
como micélio, conidios e esporos, comparadas com
as descrigdes de Lacazet al. (2002).

Os resultados das contagens foram expressos em
unidades formadoras de col6nias (UFC) por mL da amostra.

A analise estatistica foi realizada com o
programa Microsof Excel® 2010. Para a realizacdo
do Teste “T” os valores foram convertidos para log.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a incubagdo a 36°C por sete dias, nenhuma
das embalagens de leite UHT apresentou alteragdes
visiveis como estufamento ou coagulagao.

Com relagdo a contagem total de micro-
organismos aerobios mesofilos, a técnica utilizada
(BRASIL, 2003) determina que se exclua da contagem
o B. sporothermodurans. Assim, foram encontradas
23 (38,3%) amostras com contagens acima de 100
UFC/mL. A metodologia determina a exclusdo dos B.
sporothermodurans, por serem considerados micro-orga-
nismos ndo patogénicos e ndo deteriorantes (BARROS;
PANETTA, 2006), ndo deixando claro qual a natureza dos
demais 100 UFC/mL de aerdbios mesofilos permitidos.

Como para leite UHT nao ha determinagao legal
para pesquisa de outros micro-organismos indicadores
como coliformes 30°C ou 45°C, estafilococos, ou pato-
genos especificos, ndo ¢ possivel afirmar que entre os
100 UFC/ml permitidos pela Portarian® 370 (BRASIL,
1997), nao estejam presentes os deteriorantes ou
patégenos. Além disso, essa metodologia aumenta
a contagem de aerobios mesofilos real do produto,
para mais de 100 UFC/mL, quando se inclui o B.
sporothermodurans.

A legislagdo da Unido Europeia (CONSELHO
DA COMUNIDADE EUROPEIA-CCE, 1992),
determina que, apods incubagdo a 30°C durante 15
dias, o leite UHT apresente no maximo 100 UFC/

Tabela 1 — Distribuic¢@o dos resultados da contagem de micro-organismos aerobios mesofilos, com e sem exclusao
dos Bacillus sporothermodurans, em 60 amostras de leite UHT coletadas no comércio de Londrina-

PR, entre novembro de 2011 e julho de 2012.

Aerobios Meséfilos Aerobios Meséfilos
(Excluindo BS) (Incluindo BS)
UFC/mL
Integral Desnatado Integral Desnatado Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
<10 9(30,0) 6 (20,0) 15 (25,0) 8 (26,7) 6 (20,0) 14 (23.,3)
10 - 101 9 (30,0) 13 (43.3) 22 (36,7) 10 (33.3) 11 (36,7) 21 (35,0)
101 - 201 6 (20,0) 6 (20,0) 12 (20,0) 5(16,7) 5(16,7) 10 (16,7)
201 - 301 4(13,3) 1(3,3) 5(8,3) 3 (10,0) 3(10,0) 6 (10,0)
>301 2(6,7) 4(13.,3) 6 (10,0) 4(13.,3) 5(16,7) 9 (15,0)
Total 30 (100.0) 30 (100,0) 60 (100.0) 30 (100.,0) 30 (100.0) 60 (100.,0)

BS: Bacillus sporothermodurans, UFC: Unidade formadora de coldnia.
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mL de aerébios mesofilos, ndo determinando
qualquer exclusdo. A Tabela 1 apresenta os intervalos
de contagens obtidos com e sem exclusdo do B.
sporothermodurans.

Das 15 marcas analisadas, 11 (73,3%)
apresentaram contagens acima do permitido pela
legislagdo, correspondendo a 4 (66,6%) das 6 marcas
provenientes do Parana, 5 (83,3%) das 6 produzidas
no Rio Grande do sul e 2 (66,6%) das 3 marcas de
Santa Catarina.

Se avaliassemos os resultados considerando a
legislagdo europeia, pelo menos 25 (41,6%) amostras
de 12 (80,0%) diferentes marcas apresentariam resul-
tados fora dos padrdes para contagem de aerobios
mesofilos, elevando de 4 para 5 (83,3%) as marcas
comprometidas no Parana. No entanto, seria esperado
um numero ainda maior de amostras em desacordo,
caso as amostras tivessem sido incubadas por 15 dias,
como determina aquela legislagdo.

Estatisticamente, ndo foram encontradas
diferencas nas médias das contagens entre as amos-
tras integrais e desnatadas, excluindo ou ndo B.
sporothermodurans. Quando este foi considerado, as
contagens maximas aumentaram 71,2% nas amostras

integrais e 31,0% nas amostras desnatadas (Tabela 2).

Diferentes autores estudando leite UHT em varias
regides do Brasil relataram contagens fora do padrio
estabelecido pela Portaria n° 370 (BRASIL,1997) para
contagem de aerobios meséfilos (COELHO et al. 2001,
VIDAL-MARTINS et al. 2005; BERSOT et al. 2010,
TAMANINI et al. 2011).No entanto Rezer (2010) e Rossi
Junior et al. (2006) ndo encontraram amostras fora do
padrdo para estes micro-organismos.

A presenga de aerobios mesofilos pode estar
relacionada a problemas no tratamento térmico, conta-
minagdo pds-processamento, ou a problemas na inte-
gridade das embalagens utilizadas no armazenamento
destes leites(BOOR; MURPHY, 2002).

Quanto aos resultados observados na coloragao
de Gram, (Tabela 3), foram isoladas 462 colonias de
aerobios mesofilos, sendo 64,3% Gram positivos,
9,5% Gram negativos e 26,2% de fungos filamentosos

e leveduras. Dentre os Gram positivos, o predominio
foi de cocos 57,2%, seguidos de 29,3% de B.
sporothermodurans, 9,1% de outros bacilos ¢ 4,4% de
cocobacilos. Entre os Gram negativos, os cocobacilos
foram predominantes com 79,5%, seguidos dos
bacilos com 20,5%. Dentre os 26,2% fungos, houve
predominio de fungos filamentosos com 67,8% e
leveduras corresponderam a 32,2%.

Bersot et al. (2010) analisaram 150 amostras
de leites UHT integrais de 3 diferentes marcas
e encontraram a predomindncia de cocos Gram
positivos. Coelho et al. (2001) selecionaram 174
colodnias para identificacdo morfologica e todas foram
identificadas como Gram-positivas, sendo 98,3% de
bastonetes e 1,7% cocos. A maior resisténcia das
bactérias Gram positivas ao calor, em relagdo as
Gram negativas, ¢ bastante conhecida. Entre as Gram
positivas, Jay (2005) aponta os cocos como sendo
geralmente mais resistentes ao calor do que bastonetes
nao formadores de esporos.

Integrantes do género Bacillus representaram
38,4% dos Gram positivos encontrados. Esses micro-
organismos sdo de origem ambiental e apresentam
capacidade de formagdo de esporos. Sdo de grande
importancia em alimentos, pois em varias espécies,
tanto a forma vegetativa como os esporos sdo
altamente resistentes ao calor. Os esporos sdo ainda
bastante resistentes a radiagdes ionizantes, compostos
quimicos, desidratagdo ¢ congelamento (FRANCO;
LANGRAF, 2008). Alguns representantes deste
grupo sao B. stearothermophilus, B. subtilis, o B.
sporothermodurans ¢ a espécie B. cereus que tem
potencial patogénico (JAY, 2005). A contaminacgao
do leite por esporos pode ocorrer na propriedade
produtora ou na industria processadora. De acordo com
Barros; Panetta (2006), o B. sporothermodurans, nao
¢ patogénico e ndo causa alteragdo fisico-quimica ou
sensorial no leite. Porém, segundo Vaerewijck et al.
(2001) a presenga de células germinadas pode tornar
o leite inaceitavel para consumo.

A presenga de B. sporothermodurans foi veri-
ficada no presente trabalho em 14 (23,3%) amostras

Tabela 2 — Distribui¢do das médias e contagens minimas e maximas, de micro-organismos aerébios mesofilos,
com e sem exclusdo do Bacillus sporothermodurans em 60 amostras de leite UHT produzidas do sul
do pais e comercializadas em Londrina-PR entre novembro de 2011 e julho de 2012.
Contagens Contagens Contagens
Analises médias (UFC/mL) minimas(UFC/mL) maximas (UFC/mL)
I D T 1 D 1 D T
Aerobios Mesofilos 102° 1392 120 <10 <10 375 850 612
(Excluindo BS)
Aerobios Mesofilos 168° 190° 179 <10 <10 1300 1350 1325
(Incluindo BS)

Médias seguidas pela mesma letra na linha, para cada um dos pardmetros analisados ndo diferem entre si pelo teste T ao nivel

de 5% de probabilidade.

BS: Bacillus sporothermodurans, UFC: Unidade formadora de colénia, I: integral; D: desnatado; T: total.
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Tabela 3 — Distribui¢ao dos resultados da coloragdo de Gram de 462 coldnias isoladas de amostras de leite UHT,
coletadas no comércio de Londrina-PR, entre novembro de 2011 e julho de 2012.

Classificacdo morfolégica de colénias de aerébios meséfilos

UFC/mL C(+) BS Fungos Leveduras CB(-) B(+) CB(+) B(-)
filamentosos

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

<10 0 (0,0) 3(3.4) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
10 - 101 74 (43,5) 10 (11,5) 24 (29,3) 6 (15,4) 2(5,7) 4(14,8) 6(46,2) 1(11,1)
101-201 46 (27,1,0) 8(9,2) 16 (19,5) 19 (48,7) 6(17,1) 3(11,1) 2(154) 1(11,1)
201 -301  23(13,5) 35(40,2) 16 (19,5) 3(7,7) 2(5,7) 7(25,9) 0(0,0) 0 (0,0)
>301 27 (15,9) 31(35,6) 26(31,7) 11(28,2) 25(71,4) 13(48,1) 5(38,5) 7(77,8)
Total 170(36,8%) 87(18,8%) 82(17,7%)  39(8,4%) 35(7,6%) 27(5,8%) 13(2,8%) 9(1,9%)

C: Cocos; BS: Bacillussporo thermodurans; CB: Cocobacilo; B: Bacilo; (-): Gram positivo; (+): Gram Negativo.

provenientes de 9 (60%) das marcas analisadas.
Diferente dos outros micro-organismos, sua presenga
foi observada mesmo nas amostras com menores
contagens, refor¢ando sua resisténcia térmica. Busatta
et al. (2005) pesquisaram 11 marcas de leite UHT,
verificaram que 6 marcas (54,5%) apresentavam-se
contaminadas por B. sporothermodurans, Rezer (2010)
ndo detectou a presenca deste micro-organismo em
nenhuma amostra estudada..

No presente trabalho, micro-organismos
Gram-negativos representaram 9,5% das colonias
isoladas das 60 amostras. Bersot et al. (2010) também
encontraram micro-organismos Gram negativos em
parte das 150 amostras analisadas, variando de 5,5
a 27,8% entre as 3 marcas estudadas. Considerando
a integridade observada nas embalagens no presente
trabalho e a presenga de bactérias Gram negativas,
pode-se atribuir as contagens acima do padrdo a
contaminagdo pos-processamento.Micro-organismos
Gram negativos sio bastante sensiveis 4 temperatura,
devido a composi¢do da sua parede o que significa
que sua presenga esta relacionada a contaminag@o
pos-processamento. Ainda, nestes casos a origem da
contaminagdo deve estar relacionada ao ambiente de
processamento ou a agua contaminada, por serem estes
os habitats da maioria destas bactérias.

Os fungos filamentosos foram encontrados
em 19 (31,7%) das amostras de leite avaliadas de 13
(86,7%) marcas diferentes, as leveduras foram encon-
tradas em 19 (31,7%) amostras (Tabela 4). Segundo
a literatura, o género Candida sp. ¢ o mais comum
presente em leite e ndo provoca alteragdes signi-
ficativas no produto (TRONCO, 2008). A presenga
de fungos filamentosos e leveduras ¢ um indicativo
de praticas sanitarias insatisfatorias e também pode
estar relacionada a falhas no tratamento térmico,
contaminagdo pds-processamento ou problemas na
contaminagdo da embalagem (BOOR; MURPHY,
2002). Também ha relatos de resisténcia de leveduras
e mofos a tratamentos térmicos. Ruz-Peres et
al. (2010) estudando 275 estirpes de leveduras
isoladas de amostras de leite cru bovino encontraram

76,0% resistente a pasteurizagdo rapida, 1,09% a
pasteurizacdo lenta, e 17,45% foram resistentes a
fervura. Neste contexto, ha grande possibilidade de
que as leveduras sejam também resistentes ao processo
UHT, o que carece de outros estudos.

Tabela 4 — Distribui¢do das espécies de fungos
filamentosos encontrados em 19 das 60
amostras de leite UHT comercializadas
em Londrina-PR entre novembro de 2011

e julho de 2012.

Fungo %
Ulocladium sp. 21,95
Acremonium sp. 14,63
Stysanus sp. 9,76
Qospora spp. 9,76
Mucor spp. 8,54
Moniliella sp 8,54
Fusarium spp. 8,54
Aspergillus spp 4,88
Myceliasterilia 3,66
Moniliasitophila 3,66
Cladosporium spp. 3,66
Alternaria spp. 2,44
Total 100,00

Como o tratamento térmico UHT ¢ bastante
agressivo, e apenas o B. sporothermodurans é
considerado resistente a este processo, podemos inferir
que os demais grupos encontrados sdo resultantes de
contaminagdo pos-processamento. Excecdo pode ser
feita as leveduras que carecem de mais estudos sobre
sua resisténcia ao tratamento UHT.

Segundo Jay (2005), a maior resisténcia ao
calor apresentada por grandes populagdes celulares
pode ser devida a maior chance de haver organismos
com diferentes graus naturais de resisténcia ao calor.
Considerando que a carga bacteriana do leite cru
utilizado como matéria prima para o leite UHT, tem
como limite legal 600 mil UFC de aerobios mesofilos/
mL (Brasil, 2011), pode-se supor que ha chances
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de haver, entre estes, micro-organismos que sejam
resistentes ao tratamento térmico, a exemplo do B.
sporothermodurans.

4 CONCLUSOES

Considerando que as amostras representam lotes
de leite UHT de importantes marcas produzidas no sul
do pais, e que 11 das 15 marcas estudadas apresentaram
excesso de aerobios mesdfilos, quando comparadas com
o parametro legal, pode-se inferir que ha dificuldades
em produzir leite UHT atendendo a legislagao.

Os grupos de micro-organismos encontrados
foram predominantemente Gram positivos e, sendo
a maioria cocos. Como consequéncia da natureza
do processamento UHT, ¢ provavel que a presenca
de cocos, tenha origem pds-processamento térmico,
indicando, uma contaminag¢@o no final da produgao.
Essa hipotese ¢ reforcada pela presenca de micro-
organismos Gram negativos, que sdo bastante sensiveis
ao tratamento térmico.

A legislacdo ¢ dubia sobre a metodologia de
contagem de aerdbios mesofilos a ser utilizada para
leite UHT, necessitando atualizagdo, de forma a
indicar claramente que metodologia deve ser utilizada
e, de preferéncia, coincidir com as determinagdes
internacionais.
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