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Artigo Técnico

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE DOCES DE LEITE PASTOSOS

Microbiological quality of creamy “doce de leite”

Jaqueline F. O. de SA*!
[talo T.PERRONE’
Marta F. MARTINS®
Paulo H. F. da SILVA*

SUMARIO

O doce de leite ¢ um derivado lacteo que apresenta grande consumo no Brasil e em
paises sul-americanos. Devido a adi¢do de sacarose ¢ a elevada concentragdo de so6lidos
lacteos, ndo s6 os aspectos reologicos do produto passaram a ser admirados pelos sul-americanos,
mas também a sua importancia nutricional e econdmica. A associa¢do do apreciado sabor aos
beneficios nutricionais do leite € a uma maior vida de prateleira proporciona ainda a distribui¢io
do produto sem a necessidade de refrigeragdo. Apesar de industrializado, o doce de leite
brasileiro ndo ¢ padronizado, havendo muita diferenga entre marcas e lotes. Afim de avaliar
a incidéncia de bactérias e fungos contaminantes em doce de leite, aliquotas de trés lotes
distintos, de oito marcas com SIF, produzidas em diferentes estados do Brasil e comercializadas
no mercado de Juiz de Fora (MG), foram analisadas para avaliar a viabilidade de micro-
organismos como mesofilos aerdbios, coliformes a 30°C e a 45°C, bolores e leveduras, estafilo-
cocos coagulase positiva, além da pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. Foram
recuperados mesofilos aerdbios, bolores e leveduras e estafilococos coagulase negativa. Os
resultados mostraram que, apesar do doce de leite pastoso apresentar baixa atividade de agua,
pode permitir o crescimento microbiano durante a estocagem.

Termos para indexac¢io: qualidade microbioldgica; lacteos concentrados; seguranga
alimentar.

SUMMARY

Doce de leite is a milk derivative that has high consumption in Brazil and South
American countries. Due to the addition of sucrose and the high concentration of dairy solids,
not only the rheological aspects of the product came to be admired by the South Americans,
but also its economic and nutritional importance. The association the popular flavor to the
nutritional benefits of milk and a longer shelf life, also provides the distribution of the
product without the need for refrigeration. Although industrialized, Brazilian doce de leite is
not standardized having many differences between brands and batches. In order to assess the
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incidence of bacterial and fungal contaminants in doce de leite, aliquots of three different
batches of eight brands with SIF, produced in different states of Brazil and sold in Juiz de Fora
(MG) were analyzed to assess the viability of microorganisms such as aerobic mesophils,
coliforms at 30°C and 45°C, yeasts and molds, coagulase positive staphylococci, besides the
research of Salmonella sp. and Listeria monocytogenes. Aerobic mesophils, molds, yeasts
and coagulase negative staphylococci were recovered. The results showed that despite the
creamy doce de leite having low water activity, it can allow microbial growth during storage.
Index terms: microbiological quality; concentrated dairy; food security.

1 INTRODUCAO

De acordo com o Regulamento Técnico
para Fixagdo de Identidade e Qualidade de Doce
de Leite, aprovado pela Portaria N° 354 de 4 de
setembro de 1997 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1997), en-
tende-se por doce de leite, o produto com ou sem
adi¢do de outras substancias alimenticias, obtido
por concentracdo e acdo do calor a pressdo
normal ou reduzida do leite ou leite reconstituido,
com ou sem adi¢do de solidos de origem lactea e/
ou creme ¢ adicionado de sacarose (parcialmente
substituida ou ndo por monossacarideos e/ou ou-
tros dissacarideos). Ainda conforme a legislagdo,
a sacarose ¢ empregada na obtengdo do produto e
a quantidade maxima admitida na fabricagdo ¢ de
30 kg/100 L de leite. Este alimento é consumido
em grande parte na América do Sul, especialmente
no Brasil, Uruguai e Argentina (PAVLOVIC et al.,
1992), e seu consumo aumentou na Europa e nos
EUA (PAULETTI et al., 1992).

Segundo Machado (2005), a produgdo na-
cional de doce de leite, embora tenha se mantido
estavel nos ultimos dez anos, atingiu seu apice em
1995 com 52,3 toneladas produzidas. Nos ultimos
cinco anos, a produgdo se encontra ao redor de 34
toneladas/ano (MADRONA et al., 2009).

O doce de leite ¢ amplamente utilizado
como ingrediente para preparar varios tipos de
alimentos, como confeitos, bolos, biscoitos e sor-
vetes, além disso, ¢ uma sobremesa popular e ¢
consumido com queijo. Pode ser industrializado
ou caseiro, mas mesmo os produtos industrializados
ndo tém um padrdo de qualidade (DEMIATE et
al., 2001). Na Figura 1 é apresentado um fluxogra-
ma da fabricagdo do doce de leite proposto por
Perrone et al., 2011.

Tecnologicamente, o doce de leite se enqua-
dra entre os produtos de leite conservados por
evaporagdo e adicdo de agticar, de modo que, em
fungdo da alta pressdo osmotica criada, pode ser
conservado em temperatura ambiente (MADRONA
et al., 2009).

Selegdo do leite por meio de analises fisico-quimicas.
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Figura 1 — Fluxograma de fabricagdo do
doce de leite

No Quadro 1 sdo apresentados os critérios
microbioldgicos e de tolerancia para o doce de
leite segundo o Ministério de Estado da Agricul-
tura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1997).

Quadro 1 — Critérios microbiolégicos e toleran-
cia para doce de leite de acordo com
a Portaria N° 354 de 1997 do MAPA.

Critério de

Micro-organismos Aceitagio (UFC/g)

Estafilococos =5 ¢=2 m=10 M=1
Coagulase Positiva/g n=5 ¢=2 m=10 M=100
Bolores e

Leveduras/g n=5 ¢=2 m=50 M=100
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Quadro 2 — Regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos segundo a RDC N° 12

de 2001 da ANVISA.

Tolerancia para Tolerancia para .
Grupo de Alimentos Micro-organismo Amostra Indicativa | Amostra Representativa
(UEC/g) n c m M
a) Doce de leite, com ou sem Coliformes a 45°C/g 50 5 2 10 50
adigdes, exceto os acondi- Estafilococos
cionados em embalagem | Coagulase Positiva/g 100 > 2 10100
hermética ou a granel. Salmonella sp./ 25 g aus 5 0 aus -

De acordo com Timm et al. (2007), a pos-
sibilidade de bactérias patogénicas em doce de leite
ndo pode ser excluida, apesar deste produto
apresentar baixa atividade de agua devido a alta
concentracdo de carboidratos. Segundo Alais
(1985), o doce de leite propicia além do desen-
volvimento de fungos filamentosos e leveduras
osmofilicas, o crescimento de Staphylococcus
spp. resistentes a alta pressdo osmoética do meio,
sendo estes, potenciais produtores de entero-
toxinas causadoras de intoxica¢do alimentar.

Pereira e colaboradores (1991), em um estu-
do com creme de confeitaria e presunto cozido,
demonstraram que 103 células de Staphylococcus
aureus.g™' foram suficientes para producio de
enterotoxina D, apds 24h de incubagdo a 37°C e
a producdo da toxina era correlacionada a produgdo
da enzima coagulase. Em fung¢do desta correla-
¢d0, no ano de 2001, a Legislacdo Brasileira de
Padrdes Microbiologicos para Alimentos sofreu
alteragdo. A determinagdo de S. aureus foi substi-
tuida por enumeragdo de “estafilococos coagulase
positiva” (BRASIL, 2001). Os Orgios de regula-
menta¢do em paises como Canadad, Estados
Unidos e aqueles pertencentes a Unido Européia
ainda preconizam a determinagdo de S. aureus
em alimentos. No entanto, a enumeragdo de estafi-
lococos coagulase positiva em alimentos subestima
a quantidade de Staphylococcus spp. potencial-
mente enterotoxigénicos. Pesquisas com estafi-
lococos coagulase negativa tém demonstrado seu
potencial enterotoxigénico em meio de cultivo
laboratorial (UDO, 1999) e em alimentos (LI;
CHENG, 1997; OLIVEIRA, 1999).

As doencgas transmitidas por alimentos
(DTA) sao consideradas, atualmente, um grande
problema para a saude publica mundial e os
contaminantes microbioldgicos, principalmente
os bacterianos, sdo os principais agentes asso-
ciados aos quadros de toxi-infec¢des alimentares
(LOIR et al., 2003; WHO, 2011). Nos EUA, o
Centers for Diasease Control and Prevention —
CDC estima que a cada ano, 1 em cada 6 ameri-
canos, ou seja, 48 milhdes de pessoas, fiquem

doentes, 128 mil sejam hospitalizados e 3 mil
morram de DTA (CDC, 2010). No Brasil, no
periodo de 1999 — 2010 foram notificados 6.971
surtos por DTA, nos quais 1,8 milhdo de pessoas
foram expostas, com o acometimento de
133.954 pessoas ¢ 88 obitos registrados. Dos
agentes etioldgicos identificados, Salmonella
spp. e Estafilococos spp. foram os mais comuns
(BRASIL, 2011).

Para o sucesso tecnolégico no processa-
mento e garantia da seguranca alimentar, o leite
a ser utilizado na fabricagdo do doce de leite
deve ter a sua qualidade microbioldgica assegurada,
0 que muitas vezes nao ¢ levado em consideragdo
pelos fabricantes (PERRONE et al., 2011). Ha
poucos trabalhos sobre doce de leite na literatura
cientifica, principalmente no que diz respeito a
caracterizagdo microbioldgica. A maioria dos es-
tudos foi desenvolvida na Argentina ou no Brasil
e concentram-se na tecnologia de fabricag¢do ou
nas caracteristicas fisico-quimicas e micros-
copicas do produto. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a incidéncia de micro-orga-
nismos contaminantes em doces de leite pastosos
brasileiros.

2 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas analises microbioldgicas
em duplicata, de mesofilos aerdbios, bolores e
leveduras, coliformes a 30°C e a 45°C, estafi-
lococos coagulase positiva e negativa, além da
pesquisa de Salmonella spp. e Listeria mono-
cytogenes em trés lotes distintos (com 20 dias
de fabricagdo), de oito marcas com Servigo de
Inspeg¢do Federal (SIF), de doces de leite pas-
tosos, industrializados em diferentes estados do
pais, comercializados no mercado de Juiz de Fora
(MQG), perfazendo um total de 24 amostras. Todas
as analises microbioldgicas realizadas neste
trabalho seguiram metodologias descritas no
Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods (VANDERZANT,;
SPLITTSTOESSER, 1992).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 8 marcas analisadas, 2 (25%) apre-
sentaram contamina¢do por micro-organismos
mesofilos aerdbios, e 1 (12,5%) apresentou além
de mesofilos aerobios, bolores e leveduras e
estafilococos coagulase negativa. Nas analises de
coliformes a 30°C e a 45°C, Salmonella sp., Listeria
monocytogenes ¢ de estafilococos coagulase
positiva ndo foram detectadas presenga dessas
bactérias. Os resultados da média da contagem
dos micro-organismos encontrados nos 3 lotes
distintos das 8 marcas analisadas sdo mostrados
na Figura 2.

B Meséfilos aerdbios
[® Botores ¢ Leveduras
@ Estafilococos coag ()

LogUFCgl

Marca Marca Marca Marca Marca Marca Marca Marca
A ] c D E F G H

Figura 2 — Média da contagem de micro-
organismos das oito marcas de doces
de leite pastosos.

Na pesquisa quantitativa de bactérias
mesofilas pode-se notar em 2 de 8 (25%) marcas
analisadas, uma contagem que variou de 2,45 log
UFC/g a 5,83 log UFC/g. As bactérias mesofilas
multiplicam-se rapidamente em temperatura
ambiente (temperatura em que o doce de leite ¢
estocado) e nessas condigdes fermentam a lactose
produzindo acido lactico e outros acidos organicos,
0o que causa acidez do produto (LANDGRAF,
2008). Segundo o mesmo autor, ainda que nio
haja patogenos, um numero elevado de micro-
organismos mesofilos indica que o alimento ¢
insalubre (com exce¢do aos alimentos fermen-
tados) e que houve condig¢do para patdogenos se
multiplicarem, ja que todas as bactérias patogénicas
de origem alimentar sdo mesofilas.

Timm et al. (2007) estudou a qualidade
microbiolégica de 28 amostras de doce de leite
fracionado em porgdes, para serem vendidos a
granel, em supermercados na cidade de Pelotas e
isolou Salmonella sp. de uma das amostras. A
marca E apresentou além de alta contagem de
mesofilos aerdbios, alta contagens de fungos
(5,46 log UFC/g) e de estafilococos coagulase
negativa (6,15 log UFC/g). Sousa et al. (2002),
analisaram doces de leite produzidos a partir de
leite de bufala na Ilha de Marajo, no Brasil e
isolaram alta contagem de leveduras. Os bolores
e as leveduras sdo importantes indicadores das

condi¢des higiénicas do ambiente de produgio
de alimentos. Além disso, podem estar associados
a producdo de metabdlitos toxicos e deterioragido
de alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
Segundo Evangelista (1994), as leveduras podem
alterar muitos produtos lacteos, como queijos,
manteiga, doces e leites condensados, por sua
acdo sobre a lactose, resultando na producio de
CO,, originando um mau odor pelo processo fer-
mentativo além de estufamento da embalagem,
entretanto, sua patogenicidade em alimentos ¢
praticamente desconhecida.

A presenca de estafilococos coagulase
negativa em alta contagem (6,15 log UFC/g) em
uma das marcas (E), serve de alerta as autoridades
regulamentadoras que, no Brasil, estabelecem
limites apenas para estafilococos coagulase posi-
tiva, ignorando o potencial toxigénico de algumas
espécies de estafilococos ndo produtoras de
coagulase. De acordo com os padrdes vigentes,
pelo MAPA, a marca E, mesmo apresentando
contagem altissima de estafilococos coagulase
negativa, estaria reprovada apenas por apresentar
bolores e leveduras acima dos limites permitidos.
O grupo de estafilococos coagulase positiva pro-
dutores de toxinas sdo considerados os maiores
causadores de intoxicagdo de origem alimentar.
Entretanto, apesar de muitos autores afirmarem
que somente as espécies de estafilococos produ-
toras da enzima coagulase sejam capazes de
produzir enterotoxinas (PEREIRA et al., 2001),
atualmente, sabe-se que espécies de estafilococos
coagulase negativa também sdo capazes de
produzir enterotoxinas (ORDEN et al., 1992;
ANUNCIACAO et al., 1994; CARMO et al., 2002;
LAMAITA et al., 2005; RAPINI et al., 2005).
Em um estudo com doces de leite artificialmente
inoculados, Hentges et al. (2010) recuperaram L.
monocytogenes, Salmonella Thyphimurium, E.
coli O157:H7 e S. aureus ap6s 30, 30, 5 ¢ 10 dias
de inoculagdo, respectivamente.

Considerando-se que os micro-organismos
pesquisados neste trabalho podem ser inativados
pelo processo de pasteurizagdo e que no pro-
cessamento do doce de leite, ha um aquecimento
prolongado do produto, os resultados das marcas
D ¢ E, podem revelar falhas na higienizagdo de
equipamentos, principalmente de envase.

4 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos neste

trabalho, conclui-se que:

* Os resultados sdo um alerta sobre a ne-
cessidade de se adotar medidas higiénico-
sanitarias durante a fabricagdo, emba-
lagem e manuseio de doces de leite;
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* Apesar de industrializado e da baixa
atividade de agua, o doce de leite pode
permitir a multiplicacdo de bolores,
leveduras ¢ micro-organismos meso-
filos aerdbios, inclusive os do género
estafilococos;

* O papel dos estafilococos coagulase
negativa deve ser revisto e sua impor-
tdncia, reconhecida.
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