SIQUEIRA, LA; BARBOSA, PF; MATIAS, ALB

Artigo

64

Analise microbiologica e fisico-quimica de doces de leite comercializados
em feiras livre do Gama - DF

Microbiological and physical-chemical analysis of dulce de leche sold
in open markets in Gama — DF

Larissa Albuquerque Siqueiral, Patricia Faria Barbosa! & Ana Elisa Barreto Matias?

1. Estudante do Curso de Farmécia do Centro Universitario do Planalto Central Apparecido dos Santos —
Uniceplac;
2. Professora do Curso de Farméacia do Centro Universitario do Planalto Central Apparecido dos Santos —
Uniceplac*.
*E-mail ana.matias@uniceplac.edu.br, SIGA érea especial 2, Gama Leste, CEP 72460-000, Telefone: (61) 3035-3940

- Gama, Brasilia - DF, 72445-020

Resumo: O doce de leite obtido através
da coccdo do leite com aglcar é um
produto alimenticio de grande aceitacéo
no mercado local pelo seu sabor. Sua
producdo no Brasil é feita por empresas
desde as caseiras até as grandes, sendo
comumente regionalizado. Apesar do
doce de leite ndo ser um produto
favoravel ao desenvolvimento de
microrganismos por apresentar alta
concentracdo de carboidratos e,
consequentemente, baixa atividade de
agua, a probabilidade de veicular
bactérias patogénicas ndo estd excluida.
A fim de verificar os limites
microbioldgicos e fisico-quimico de
acordo com o0s padrbes e 0Orgaos
competentes, foram analisadas duas
amostras de  doce de leite
comercializados na regido administrativa
do Gama-DF. As andlises realizadas
foram baseadas nas metodologias
descritas no Instituto Adolf Lutz e
COMpProvou-se a contaminagéo
microbiolégica com  presenca de
coliformes  fecais e  coliformes
termotolerantes, além de
inconformidades nos valores de pH e na
determinacéo de acidez, evidénciando a
falta de padrdo e controle de qualidade
na producgdo e comercializagdo do doce
de leite.

Palavras-chave: Doce de leite; Andlise
microbioldgica; Controle de qualidade;
Contaminagéo.

Abstract: The dulce de leche obtained
by cooking sugared milk is a food
product of great acceptance in the local
market for its flavor. Its production in
Brazil is made by companies from home-
made to large ones, and is commonly
regionalized. And although dulce de
leche is not a favorable product to the
development of microorganisms due to
its high carbohydrate concentration and,
consequently, low water activity, the
probability of carrying pathogenic
bacteria is not excluded. In order to
verify the microbiological and physical-
chemical limits according to the
standards of the competent bodies, two
samples of dulce de leche marketed in
the administrative region of Gama-DF
were analyzed. The analyzes carried out
were based on the methodologies
described at the Adolf Lutz Institute and
microbiological contamination with the
presence of fecal coliforms and
thermotolerant coliforms was proved, in
addition to non-conformities in pH
values and acidity determination,
showing the lack of standard and quality
control in the production and marketing
of dulce de leche.
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Introducéo

As doencas transmitidas através
da alimentacdo representam grande
problema de salde publica, pois
acometem milhdes de pessoas em todo o
mundo, cuja principal caracteristica sdo
0s surtos de diarréia devido exposicédo a
varios tipos de contaminantes (NOLLA
e CANTOS, 2005). A Organizacao
Mundial de Satde (OMS) estima que as
doengas transmitidas por alimentos
causem, a cada ano, o adoecimento de
10% da

especialmente em criangas menores de 5

populacéo mundial,
anos, com aproximadamente 420 mil
mortes anuais nessa faixa etaria (Brasil,
2020).

Conforme Demiate et al., (2001)
0 doce de leite obtido através da coccao
do leite com acucar € um produto
alimenticio de grande aceitacdo no
mercado local pelo seu sabor, textura e
preco acessivel. E utilizado diretamente
como sobremesa, acompanhado ou nao
de biscoitos, queijos, geleias e torradas,
empregado também como recheio ou
cobertura de confeitaria. Sua producéo
no Brasil é feita por empresas desde as
caseiras até as grandes, sendo

comumente regionalizado, o que explica
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a razdo pela qual a maioria dos trabalhos
disponiveis  se  relacionarem  ao
processamento e a caracterizacdo da
qualidade havendo, entretanto, falta de
dados sobre a composi¢do quimica e

microbiologica de amostras.

Timm et al., (2007)
especificaram que embora o doce de leite
ndo seja um produto favoravel ao
desenvolvimento de microrganismos por
apresentar  alta  concentracdo de
carboidratos e, consequentemente, baixa
atividade de agua, a probabilidade de
veicular bactérias patogénicas ndo €
nula, de fato ocorre pelo fracionamento
do doce de leite para venda no varejo,
que conta com a manipulacdo
inadequada e exposicdo ao meio
ambiente  tornando  importante a
avaliacdo microbioldgica para
averiguacdo da presenca de Salmonella,
Staphylococcus, coliformes, bolores e
leveduras que podem constituir perigo a

salide do consumidor.

Conforme a Portaria n® 354, de
04 de setembro de 1997, o doce de leite
pastoso deve conter teores maximos de
umidade de 30% e de cinzas de 2% (p/p).
O teor minimo de proteinas deve ser de
5,0% (p/p) e o contetdo de gordura deve
estar entre 6,0 e 9,0% (p/p). A sacarose é
empregada na obtencdo do produto e a

quantidade maxima admitida no fabrico
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¢ de 30 kg porlO0L de leite. Amidos
nativos ou modificados sdo admitidos
em propor¢cdo nao superior a 0,59 por
100 mL de leite, assim como mono ou
dissacarideos que substituam a sacarose
em no maximo 40% (p/p). A enzima
beta-galactosidase  (lactase) e o
bicarbonato de sodio podem  ser
empregados como coadjuvantes, na
quantidade necessaria para a boa pratica

de fabricagéo.

Deve-se observar que o doce de
leite envasado ndo deve apresentar sinais
de alteracbes das  embalagens
(estufamentos, alteragdes, vazamentos e
corrosdes internas) bem como quaisquer
modificacdes da natureza fisica, quimica
ou organoléptica  do produto,
obedecendo ao padrdo de bactérias do
grupo coliforme de origem fecal com
auséncia em 1g, Clostridios sulfito
redutores (a 44 °C) no maximo 2 x 10/g,
Staphyloccus aureus devera apresentar
auséncia em 0,1 g, Salmonelas ausentes
em 25 g. Bolores e leveduras devem
apresentar no maximo 103/g, além disso
0 produto deve ter auséncia de sujidades,

parasitos e larvas (Brasil, 2001).

A exposicdo de alimentos de
origem animal em barracas de feiras
livres sem refrigeracdo, sem protegéo
contra poeira e insetos, pode alterar seus
padrdes de qualidade (FRANCA et al.,
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2014). Deve-se atentar aos riscos em
potencial de os alimentos artesanais se
apresentarem contaminados. Os fatores
que contribuem para aumentar o risco de
enfermidades sdo o uso de matérias-
primas de fontes ndo seguras, utensilios
mal higienizados ou contaminados e
elaboracdo em condi¢Bes improprias
(DUARTE et al., 2005). Pensando no
bem da salde publica, a populacdo deve
ter ao seu alcance alimentos de boa
qualidade. Estes alimentos deverdo estar
dentro de padrdes pré-estabelecidos de
valores nutritivos e higiénicos para
serem consumidos com seguranga para o
consumidor (CORREIA e RONCADA,
1997; FAGUNDES e OLIVEIRA,
2004).

De acordo com a literatura,
existem evidéncias de que a
comercializacdo de doce de leite em
feiras livres pode estar aguem dos
valores pré-estabelecidos pela
legislagdo, uma vez que se trata de um
produto artesanal, que pode nao respeitar
os padrdes microbiologicos aceitaveis,
bem como as condi¢Bes higiénico
sanitarias, possibilitando a ocorréncia de
enfermidades na populacdo adepta ao
consumo deste alimento (TIMM et al.,

2007).

O presente trabalho tem como

objetivo realizar uma analise piloto para
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verificar possivel contaminacgéo
microbiolégica e alteragbes fisico-
quimicas, em amostras de doce de leite
pastoso obtidas em feiras livres da cidade
do Gama, a fim de \verificar
contaminacdo e possiveis desajustes

fisico-quimicos.
Material e Metodos

Para este Piloto, foram realizadas
analises de 2 amostras de 2 tipos de doce
de leite, sendo a amostra | adquirida na
Feira A no setor leste, e a amostra Il na
Feira B no setor oeste da cidade do
Gama-DF. As amostras coletadas foram
fracionadas em porcbes de 150 g e
acondicionadas em embalagens
plasticas, identificadas e armazenadas
em caixas isotérmicas. Posteriormente,
foram transportadas para os laboratorios
de microbiologia e bromatologia do
Centro Universitario do Planalto Central
Apparecido dos Santos (UNICEPLAC)
para realizacao dos testes
microbiolégicos e  fisico-quimicos,
ambos baseados nos métodos propostos
pelo Instituto Adolpho Lutz (IAL, 2008).

Determinacgdo de coliformes totais e

termotolerantes

Vinte e cinco gramas de cada
amostra foram pesadas de forma
asséptica, diluidas em 225 mL de agua
peptonada a 0,1% e submetidas a
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dilui¢les sucessivas para determinacéo
de coliformes, utilizando a técnica dos
tubos mdltiplos. Empregou-se o caldo
lauril sulfato triptose (LST) na etapa
correspondente ao teste presuntivo e 0s
caldos Verde brilhante bile lactose
(VBBL) e Escherichia coli (EC) na etapa
confirmatoria para coliformes totais e
termotolerantes, respectivamente. Os
tubos contendo os caldos LST e VBBL
foram incubados a 36°C, enquanto que
aqueles contendo caldo EC, foram

incubados a 45°C.

A presenca de gas nos tubos de
Durhan ou efervescéncia quando
agitados suavemente indicaram
positividade. Para confirmacdo dos
coliformes termotolerantes, as col6nias
suspeitas foram inoculadas em caldo EC
e incubadas a 45° C + 0,2 °C/24-48h, as
culturas que apresentaram formacao de
gas (minimo 1/10 do volume total do
tubo) ou efervescéncia quando agitadas
suavemente foram consideradas

positivas.

Contagem de aerdbios, mesdéfilos e

psicotroéficos

A determinagdo de aerobios e
mesofilos foi feita através da técnica de
profundidade em Agar Padrdo para
Contagem (PCA) e procedeu a

incubacdo com as placas invertidas, em
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temperatura de 35°C por 48 horas. Para
contagem de psicrotréficos, utilizou-se
espalhamento em superficie de PCA. As
placas foram incubadas a 7 °C por 7 a 10
dias. Apos os periodos de incubacgdo
realizou-se a contagem das formacoes de

colonias.
Determinacao de cinzas e umidade

Para a analise de umidade, a
capsula de porcelana resfriada foi
pesada, apos o aquecimento em estufa a
105 °C, durante 1h. Em seguida, pesou-
se cerca de 5g da amostra na capsula e
levou-se para a estufa a 105 °C por 3h.
Transferiu-se para o dessecador até
esfriar e procedeu a pesagem. Repetiu-se
a secagem por mais 1h e posteriormente
por mais 30 minutos, até massa constante
(Brasil, 2019).

Para a determinacdo de Residuo
Mineral Fixo (Cinzas), inicialmente
cadinhos foram pesados. Em seguida,
pesou-se cerca de 3g da amostra, que foi
adicionada ao forno mufla, a temperatura
de 550 °C, pelo periodo de 3h. Apos o
periodo de incineracdo, as cinzas, as
quais apresentavam cores brancas ou
ligeiramente  acinzentadas, foram
deixadas em dessecador até ficarem a
temperatura ambiente. Em seguida
foram pesadas até a obtencdo de peso

constante.
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Determinagdo de acidez em acido

latico e pH

Pra obtengdo dos dados
referentes a acidez pesou-se
aproximadamente 5 g da amostra em
erlenmeyer de 150 mL. A amostra foi
dissolvida com 50 mL de &gua morna,
temperatura aproximada de 50 °C e
homogeinizou-se com bastdo de vidro.
Resfriou-se e adicionou 5 gotas de
solucdo de fenolftaleina. Titulou-se com
solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N, até
coloracdo rosea e procedeu o célculo

segundo a Equacdo 1.(V_x F x 0,9/P)

Em que V equivale ao volume em mL
gastos de solucéo de hidréxido de sédio
0,1 mol.L?, P equivale a massa em
gramas de amostra utilizada no ensaio, f
é igual ao fator da solucéo de hidroxido
de sédio 0,1 mol.L™? e 0,9 representa o

fator de conversdo para o &cido lactico.

A determinacdo de pH aponta o
estado de conservacgédo do alimento. Para
esta analise pesou-se 5g da amostra em
um béquer e diluiu-se com auxilio de 50
mL de &gua. Agitou-se o conteudo até
que as particulas ficassem
uniformemente suspensas. Determinou-
se 0 pH, com o aparelho previamente
calibrado, operando-o de acordo com as
instru¢des do manual do fabricante. As

analises foram baseadas nas
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metodologias descritas no Instituto
Adolf Lutz (IAL) com auxilio nos
valores de referéncias descritos na
Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos — TACO.

Resultados e Discussao

O doce de leite € um produto que
pode ser conservado por adicdo de
acucar, que em funcdo da pressdo
osmatica elevada, permite a conservagao
em temperatura ambiente. Embora, uma
lista de aditivos e coadjuvantes sdo
permitidos no seu processamento, alguns
estudos tem revelado contaminagdo

microbiolégica  nesses  alimentos,
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sobretudo nos doces produzidos de
forma artesanal e/ou fracionados
(ARAGAO et al., 2018; MENESES et
al., 2019). .

Na Tabela 1, estdo expressos 0s
resultados referentes aos valores médios
para as analises fisico-quimicas do doce
de leite comercializado em feira livres da
cidade do Gama/DF, comparando-0s
com a legislacéo vigente de doce de leite,
Portaria n° 354, de 04 de setembro de
1997 (BRASIL, 1997) e dados do
Ministerio da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento
(MAPA/EMBRAPA,1995).

Tabela 1 - Valores médios para os resultados das analises fisico-quimicas do doce de

leite.
Testes Amostra | Amostra Il Literatura
Umidade 29,73 % 26,68 % Maéx. 30 %
Cinzas 1,41 1,30 Maéx. 2,0 g/ 100 g
pH 6,22 7,1 6 até 6,75
Acidez Titulavel  42,45% 32,48 % 5 0 ***

Fonte: Siqueira, 2019.

De acordo com os valores
demonstrados na Tabela 1, a legislacdo
limita a 30,0% o valor maximo de
umidade

umidade permitido. A

representa a agua contida no alimento,

que pode ser classificada em: umidade de
superficie, que refere-se a agua livre ou
presente na superficie externa do
alimento, facilmente evaporada e

umidade adsorvida, referente a agua
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ligada, encontrada no interior do
alimento, sem combinar-se
guimicamente com 0 mesmo, os valores
de umidade podem indicar o0
favorecimento ao crescimento de

microorganismaos.

As amostras analisadas
apresentaram-se heterogéneas e em
concordancia em relacdo aos conteudos
de umidade, sendo que os valores
oscilaram desde 26,68% até 29,73%, o
que estd de acordo com os resultados
obtidos por Souza et al. (2002), em que
94,4% das amostras apresentaram teor de
umidade em conformidade com o limite
permitido pela legislagdo. Em estudo
semelhante, Demiate et al. (2001),
observaram heterogeneidade no teor de
umidade em 42 amostras de doce de leite
comercializadas em S&o Paulo e no
Parana, sendo que 76,2% das amostras
apresentaram resultados dentro dos

limites permitidos.

Em relagéo ao teor de cinzas, as
amostras apresentaram valores de 1,41%
e 1,30% estando de acordo com a
portaria 354 de 04 de setembro de 1997.
Carvalho et al. (2017) avaliou
formulacGes de doce de leite com e sem
adicéo de pequi e obteve teores de cinzas
de 1,61% até 1,65% para as quatro

amostras, que estdo compativeis com a
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legislagdo do Brasil, cujo limite maximo
é 2,0% de cinzas (1AL, 2008).

Os resultados das amostras
analisadas demonstraram alteracGes nos
valores de acidez titulavel. Para a
amostra | foi encontrado 42,45%,
enquanto a amostra Il apresentou valor
de 32,48%, bem acima do valor limite da
legislacdo (5%). Essas alteracoes se
devem ao fato do produto ser fabricado
artesanalmente, sem correcdo da acidez
do leite para fabricacdo. O leite fabricado
em condi¢bes impréprias de higiene e
sob refrigeracdo deficiente, tende a
apresentar valores elevados de acidez, o
que pode tornar o leite e seus derivados
inadequados para 0 consumo humano
(VIEIRA, et al., 2004).

A acidez titulavel ¢ uma das
medidas mais usadas no controle da
matéria-prima pela industria leiteira. As
substancias responsaveis pela acidez
aparente sdo: os fosfatos e citratos
(minerais), a caseina e albumina
(proteinas) e gas carbbnico dissolvido
(RODRIGUES et al, 1995). O
carboidrato presente no leite (lactose),
pode ser fermentado por acdo de
bactérias presentes no meio, com
formacdo de  &cidos  orgénicos,
principalmente o éacido latico. Dessa
forma, a elevada porcentagem de acidez

encontrada pode estar relacionada a um
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excesso de agucar empregado na
fabricagéo desses alimentos

(LEHNINGER, et al., 2000).

Nas analises de pH houve
diferencas relevantes, com valores de 6,2
para a amostra | e pH de 7,1 para a
amostra Il. A amostra Il apresentou
valores de pH acima do que preconiza a
literatura (6 até 6,75). Esses valores sdo
esperados, uma vez que, o pH é
inversamente proporcional ao valor da

acidez titulavel, isto €, quanto maior o
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pH, menor a acidez tituldvel e vice-versa
(1AL, 1985).

Na Tabela 2, estdo expressos 0s

resultados  referentes as  analises
microbiologicas das amostras de doce de
leite 1 e Il para coliformes totais e
aerdbias

termotolerantes,  bactérias

mesofilicas e psicotréficas.

Tabela 2 - Resultado e contagem de microrganismos de analises microbioldgicas.

Testes Amostra | Amostra 11 Literatura
Coliformes Totais  Positivo Positivo Negativo
Coliformes Positivo Positivo Negativo

Termotolerantes

Mesofilos 231 UFC/g 10°

Psicotrofilos 65 UFC/g 10°

196 UFC/g 103 *

43 UFC/g 10° *

*N&o especificado na literatura

Em relacdo a presenca de
coliformes totais, ambas as amostras
deram resultado positivo com presenca
de gés e turvacdo do meio a 36° C. A 45°
C também houve positividade com
presenca de gas em tubos Durhan e
turvacdo do meio para termotolerantes,
onde predominantemente a populacéo é
constituida por Escherichia coli nessa
temperatura. Esses resultados indicam

contaminagdo fecal, sugerindo que os

Fonte: Siqueira, 2019.

mesmos foram produzidos em condi¢cfes
de higiene insatisfatoria. Timm et al.
(2018) encontraram resultados abaixo
dos limites maximos estabelecidos para
coliformes termotolerantes, no entanto,
eles isolaram cepas de Salmonella em
uma das suas amostras. Sousa et al.
(2002) analisaram doce de leite de bufala
produzido na llha de Marajo e néo
isolaram Salmonella nem

Staphylococcus nas 18 amostras
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estudadas. No entanto, ambos 0s autores
mencionados encontraram contagens de
bolores e leveduras nas amostras. Esses
valores sdo indicadores consideraveis da

deterioracdo dos alimentos.

No presente estudo encontrou-se
altas contagens de Unidades Formadoras
de Colbnias para mesofilos indicando,
segundo a International Commission on
Microbiological ~ Specifications  for
Foods (ICMS), que o alimento encontra-
se altamente contaminado, decorrente de
um ou mais processos em desacordo no
que tange a fabricacdo, transporte,
armazenamento, limpeza, desinfecgéo e
controle da temperatura, sugerindo que
0s mesmos foram realizados de forma
inadequada (CUNHA, 2006). Sa et al.
(2012) também observaram a presenca
de bactérias mesofilas em 25% das
amostras de doce comercializadas no
comércio de Juiz de Fora (MG). Os testes
microbioldgicos corroboram com as
altas taxas de acidez, uma vez que em
temperatura ambiente, as bactérias
mesofilas sdo capazes de se multiplicar e
fermentam a lactose produzindo &cidos
organicos, o qual se destaca o acido
lactico (DUARTE et al., 2005).

A contagem para Psicotréficos
que se multiplicam em baixas
temperaturas, abaixo de 7 °C, aponta

presenca dos principais géneros de
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bactérias encontrados no leite, a

Achromobacter, Acinetobacter,
Alcaligenes, Flavobacterium e
Pseudomonas  (Gram-negativos) e

Bacillus e Clostridium (Gram-positivos),
em que algumas enzimas produzidas
pelas bactérias Gram-negativas e 0s
esporos, produzidos pelas Gram-
positivas, séo termo-resistentes
provocando reagBes bioquimicas que
causam alteracBGes fisicas e sabores

indesejaveis (OLIVEIRA et al., 2012).

Apesar do doce de leite ndo ser
propicio ao crescimento de
microrganismos, em decorréncia da
elevada concentracdo de carboidratos e
baixa atividade de agua, ha possibilidade
de  multiplicacdo  de  bactérias
patogénicas (TIMM et al., 2018).
Estudos que envolvem contaminagéo
microbiologica de doces de leite no
comércio varejista sdo escassos, Nno
entanto, os registros demonstram que 0s
doces estratificados para venda em
porcdes menores ou  produzido
artesanalmente sdo mais passiveis de
contaminag@o, como observou nos doces
adquiridos nas duas feiras livres da
cidade do Gama (SA et al., 2012

SOUSA et al., 2002; TIMM et al., 2018).

Concluséao
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Os resultados obtidos permitem
concluir que as amostras de doce de leite
adquiridas em feiras livres na Regido
Administrativa do Gama-DF ndo
seguem as boas préaticas de fabricacdo. O
desacordo de alguns pardmetros
microbiologicos e  fisico-quimicos
sugerem inconformidades na fabricacao
e no armazenamento dos produtos, que
fazem com que 0s mesmos apresentem
deficiéncia na qualidade higiénico-
sanitaria. Os altos indices
microbioldgicos encontrados aliados
com desajustes fisico-quimicos,
evidenciam condi¢bes inadequadas no
processo, revelando a necessidade de
fiscalizacdo da qualidade por Orgaos
competentes a fim de impedir que
continuem sendo comercializados fora
dos padrGes preestabelecidos, o que
podem causar intoxicacdo alimentar e

demais riscos a saude da populacéo.
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