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RESUMO. O consumo de doce de leite caseiro, vendido em feiras livres, é comum no
Estado do Rio Grande do Sul. Geralmente, estes produtos nio sio fabricados em acordo
com as boas normas de fabricagio ¢ podem constituir perigo a sadde do consumidor. O
objetivo do presente estudo foi analisar, microbiologicamente, amostras de doce de leite
comercializado nas feiras livres da cidade de Pelotas, Estado do Rio Grande do Sul,
conforme legislagio em vigor da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — Anvisa, e, dessa
forma, verificar as condigdes sanitirias do produto em questio. Foram adquiridas,
aleatoriamente, amostras de doce de leite de feiras livres existentes na cidade de Pelotas,
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Das 12 feiras cadastradas na prefeitura de Pelotas, em
apenas cinco foram encontradas amostras de doce de leite. As anilises microbioldgicas
foram realizadas conforme metodologias preconizadas pela Resolugio RDC n° 12 de 2 de
janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — Anvisa. Com base nas
metodologias empregadas, nio se obteve isolamento de microrganismos patogénicos nas
amostras de doce de leite pesquisadas. De acordo com os critérios estabelecidos pelo
documento RDC n° 12 da Anvisa, concluiu-se que nenhuma das amostras de doce de leite
revelou contaminagio bacteriana patogénica.

Palavra-chave: contaminagio bacteriana, sadde publica, alimentos.

ABSTRACT. Microbiological analysis of doces de leite commercialized in free
markets from Pelotas, Rio Grande do Sul State. The consumption of homemade doce
de leite, which is sold in street markets, is very common in the state of Rio Grande do Sul,
Brazil. Generally, these products are not manufactured according to good hygiene
guidelines, and may be a risk to consumers’ health. The aim of the present study was to
analyze microbiologically samples of doce de leite commercialized in street markets in the city
of Pelotas, Rio Grande do Sul State, according to the present legislation of Brazil’s National
Health Surveillance Agency (Anvisa), and thus verify the sanitary conditions of this product.
Samples of doce de leite were randomly acquired from street markets in Pelotas, Rio Grande
do Sul State, Brazil. Among the 12 street markets registered in the Pelotas City Council,
doce de leite samples were found in only five. The microbiological analyses were carried out
according to document RDC n° 12 (Jan. 12, 2001) from Brazil’s National Health
Surveillance Agency (Anvisa). Based on the methodologies employed, no microbial
pathogen isolates were detected in the investigated samples of doce de leite. According to the
criteria established by document RDC n° 12, it was concluded that none of the doce de leite
samples revealed pathogenic bacterial contamination.

Key words: contamination by bacteria, public health, food.

Introdugao

O doce de leite, também encontrado em
referéncias internacionais como dulce de leche, é um
importante alimento produzido e comercializado,
principalmente, na Argentina e no Brasil
(DEMIATE et al., 2001). Esse produto é resultante
da cocgio de leite com acdcar, podendo ser
adicionadas  outras substincias  alimenticias

N

permitidas, até concentra¢io conveniente A parcial
caramelizagio (ANVISA, 1978). O doce de leite
apresenta elevado wvalor nutricional por conter
proteinas e minerais, além do contetido energético.
E um alimento menos perecivel que o leite e de
grande aceitagio sensorial (DEMIATE et al., 2001).
As doengas veiculadas por alimentos representam
importante problema de satide publica, pois se
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estima que milhdes de pessoas de todo o mundo
sejam acometidas por doengas transmitidas por
alimentos, e a maioria destas estd ligada as condicoes

da  matéria-prima, aos maus hdbitos dos
manipuladores, 2 higienizacio e ao controle
ambiental (RADDI et al, 1988; NOLLA;

CANTOS, 2005).

A Anvisa define como DTA: “Uma doenca de
natureza infecciosa ou tdxica causada por, ou por
meio de consumo de alimento ou 4gua”
(ZANDONADI et al., 2007, p. 21).

As DTAs sio responsiveis, atualmente, pela
maior parte dos surtos de diarréia em quase todos os
paises. O desenvolvimento econdmico ¢ a
globalizacio do mercado mundial, as alteragdes nos
hébitos alimentares, com a crescente utilizagio de
alimentos industrializados ou preparados fora de
casa, alteraram o perfil epidemiolégico dessas
doengas, expondo a populagio a virios tipos de
contaminantes  (SCARCELI; PIATTI, 2002;
CVE/CCD-SES, 2004). A comercializagio de
alimentos de origem animal em feiras livres,
expostos em barracas sem refrigeragio, sem prote¢io
contra poeira e insetos, pode alterar sua qualidade
(CORREIA; RONCADA, 1997).

Os alimentos obtidos por processos artesanais
tém grande possibilidade de se apresentarem
contaminados, pelo uso de matérias-primas de
fontes nio-seguras, utensilios mal higienizados ou
contaminados, elaborac¢io em condi¢des improprias
e armazenamento ¢ comercializacio em temperatura
inadequada, fatores que contribuem para aumentar o
risco de causarem enfermidades (DUARTE et al.,
2005).

Do ponto de vista de satide puiblica, a populagio
deve ter ao seu alcance alimentos de boa qualidade,
dentro de padrées pré-estabelecidos, nio s6 em
valores nutritivos, também quanto 3as
condi¢des higiénicas que propiciam seguranca para a
saide do consumidor (CORREIA; RONCADA,
1997; FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). Portanto, a
Anvisa estabelece, por meio da Resolugio RDC n°
12 de 02 de janeiro de 2001, que dispoe do
regulamento técnico sobre padrdes microbiolégicos
para alimentos, que o doce de leite deve ser
analisado quanto 3 presenca de Salmonella sp.,
Coliformes a 45°C (Coliformes fecais) e Estafilococos
coagulase positivo (Staphylococcus aureus) (ANVISA,
2001).

A Salmonella sp. ¢ uma enterobactéria que pode
causar graves infecgdes gastrintestinais de origem
alimentar (ANTUNES PINTO, 1996).

Staphylococcus  sp.  tem  importincia  na
epidemiologia das doengas veiculadas por alimentos,

como

Destri et al.

o que decorre de sua alta prevaléncia e do risco de
producio, nos alimentos contaminados, de toxinas
causadoras de gastrenterites alimentares (REIS et al.,
2002).

Ji os coliformes fecais, do ponto de vista
sanitdrio, funcionam como indicadores capazes de
evidenciar maior probabilidade de que o alimento
tenha entrado em contato com material de origem
fecal, indicando, com maior precisio, a possivel
presenca de patdgenos entéricos (NOVAK;
ALMEIDA, 2002; LUND et al., 2007).

Com base nas informagdes citadas acima, o
presente estudo teve por objetivo analisar,
microbiologicamente, amostras de doce de leite
comercializado nas feiras livres da cidade de Pelotas,
Estado do Rio Grande do Sul, conforme legislagio
em vigor da Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria
— Anvisa, e, dessa forma, verificar as condicOes
sanitdrias do produto em questio.

Material e métodos

A cidade de Pelotas, Estado do Rio Grande do
Sul, dispée de 12 feiras livres cadastradas na
prefeitura e distribuidas em diferentes locais da
cidade. A realizagio de cada uma destas feiras ocorre
semanalmente, porém em dias diferenciados, ¢ foi
nesse tipo de varejo que se pesquisou a qualidade do
alimento em estudo. A anilise microbioldgica foi
realizada no Laboratério de Bacteriologia do
Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Pelotas.

As amostras foram obtidas na forma como
expostas na feira, acondicionadas em potes plisticos
e conduzidas em temperatura ambiente (20 *+ 5°C)
para imediata anilise. As amostras foram coletadas
no inicio da manhi e pesavam aproximadamente 200 g,
de acordo com a disponibilidade no momento da
aquisi¢do. O transporte até o local de andlise se deu
nas mesmas condi¢des de temperatura do local da
coleta, e as andlises microbiolégicas foram iniciadas
imediatamente apGs a obtengio das amostras.

As anilises microbiolégicas foram realizadas com
base nas normas da Resolugio RDC n° 12 da Anvisa,
a qual estabelece que o doce de leite deve ser
analisado quanto 2 presenga de Salmonella sp.,
Coliformes a 45°C (coliformes fecais) e Estafilococos
coagulase positivo (Staphylococcus aureus) (ANVISA,
2001).

Para isolamento e identificagio de Salmonella sp.,
foram pesados assepticamente 25 g de amostra,
homogeneizados em 225 mL de Caldo Lactosado
(CL). Verificou-se o pH e a amostra foi incubada a
36°C, por 24h, para recuperagio de células
bacterianas injuriadas. Apés, a amostra foi inoculada

Acta Scientiarum. Biological Sciences

Maringi, v. 31, n. 2, p. 153-157, 2009



Anilise microbioldgica de doce de leite

em tubos contendo os meios de enriquecimento
seletivo Rapapport (RR), Tetrationato (TT) e
Selenito (SL) e novamente encubados a 36°C, por
24h. Ap6s este periodo, de cada tubo inoculado,
foram semeadas placas com os meios seletivos Agar
HE (Hektoen Entericy ¢ XLD (Xylose Lysine
Deoxycholate), pelo método de esgotamento, ¢
incubadas a 36°C, por 24h. Coldnias suspeitas de
Salmonella foram selecionadas para procedimentos de
testes bioquimicos nos meios: Agar lisina ferro
(LIA), Agar triplice agticar e ferro (TSI) e Ureia para
obtengio de resultados conclusivos.

Para os procedimentos de Coliformes a 45°C e
Estafilococos coagulase positivo, foram pesados
assepticamente 25 g de amostra, homogeneizados
em 225 mL de Agua Peptonada estéril e, a partir da
homogeneizagio, preparadas dilui¢des seriadas em
tubos estéreis até 10~

A fim de isolar e identificar Coliformes a 45°C,
para cada tubo de diluicio (3) com Agua Peptonada
estéril, utilizou-se o repasse de 1 mL para trés tubos
contendo CL e tubos de Durham invertidos. Este
material foi incubado a 37°C, por até 48h. Amostras
dos tubos positivos para formagio de gis foram
inoculadas em tubos contendo caldo EC, também
com tubos de Durham invertidos, e incubados em
banho-maria a 45°C, por até 48h, quando foi
verificada a producio de gis para posterior contagem
do Nimero Mais Provivel (NMP).

Para isolamento e identificagio de E. coli,
repicou-se a amostra suspeita em tubos de EC para
placas contendo 4dgar EMB, pelo método de
esgotamento, com posterior encubacio a 36°C, até
48h. As colonias suspeitas de E. coli foram
selecionadas para os testes bioquimicos nos meios
MRVP ¢ SIM, para obtengio de resultados
conclusivos.

Para isolamento ¢ identificagio de S. aureus, ou
Estafilococos coagulase positivo, semeou-se 1 mL de
cada diluigio em trés placas contendo Agar Baird
Parker (ABP), que foram posteriormente incubadas
a 36°C, durante 48h. Nas placas com crescimento de
coldnias suspeitas, realizou-se contagem das mesmas
e, em placas que continham entre 20 e 200 coldnias,
foi coletada uma coldnia para o teste bioquimico de
coagulase, realizado com plasma de coelho.

Resultados e discussao

De um total de 12 feiras livres existentes na
cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, em cinco
(41,7%) foram encontradas amostras de doce de
leite, e foi obtida uma amostra em cada feira. Destas
amostras, nenhuma apresentou contaminagio pelos
microrganismos entéricos patogénicos: Salmonella,
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Coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva,
de acordo com as anilises microbioldgicas realizadas,
e segundo os padrdes microbiolégicos determinados
pela Anvisa (2001).

Os resultados obtidos indicam aspecto positivo
para a cidade e para populacio consumidora local, ji
que 100% das amostras analisadas nio forneceram
quaisquer indicios de contaminagio para os trés
microrganismos pesquisados.

O doce de leite ¢ um alimento muito apreciado
na regido, em virtude da colonizac¢io portuguesa no
local e de sua utilizagio em muitos preparados na
cultura desses colonizadores. Portanto, pelas suas
caracteristicas culturais, bem como pelas condigoes
de preparo, manipulagio e comercializagio efetuadas
pelos comerciantes deste produto artesanal, o doce
de leite foi escolhido para estabelecer quais os riscos
que poderia ou nio causar, em nivel de Satde
Piblica, na cidade de Pelotas, Estado do Rio Grande
do Sul.

Esse tipo de comércio foi escolhido por
apresentar maior propensio a condicOes sanitdrias
insatisfatérias, uma vez que as bancadas onde sio
alojados os produtos para comercializacio sio
em via puablica e tais produtos
permanecem expostos ao ar livre, ao alcance de
indmeros contaminantes ¢ possiveis vetores de
enfermidades, como animais e insetos (DUARTE
et al.,, 2005). Nesses locais, ndo hi acesso 3 dgua
corrente para higienizagdo das bancadas, dos
utensilios ¢ mesmo dos préprios manipuladores
(RADDI et al., 1988).

Este estudo também visa diagnosticar possiveis
fatores de risco de doengas transmitidas por
alimentos e que possam contribuir para a
disseminacio das mesmas; tem-se em vista a falta de
controle higiénico-sanitirio, além do desconhecimento
do assunto por grande parte da populagio, pela
caréncia de medidas educativas a respeito e que
possam esclarecer e orientar os individuos de como
proceder para evitar que tais enfermidades ocorram.

A dgua ainda que potivel em sistemas de
distribui¢do € colonizada por microrganismos
saprofitos  heterotréficos  (bactérias,  fungos
filamentosos, leveduras etc.) que crescem a partir da
matéria orginica biodegradivel (LeCHEVALLIER
et al, 1993). Microrganismos potencialmente
patogénicos e microrganismos de origem fecal
podem também, encontrando condigdes favoriveis,
proliferar nestes sistemas (FASS et al., 1996).

Com relagio as bactérias investigadas neste
estudo, o isolamento de Salmonella sp. também tem
sido evidenciado em  indmeras  pesquisas
microbiolégicas de alimentos de origem animal

estruturadas
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(BAU et al., 2001; SILVA et al., 2001; STAMEORD
et al, 2006). Em wuma pesquisa com aves
comercializadas na cidade de Pelotas, Estado do Rio
Grande do Sul, Bat et al. (2001) constatou que
muitos produtos de frango encontravam-se
contaminados com  diferentes  sorovares de
salmonelas, especialmente da espécie S. enteritidis,
devendo, portanto, sofrer cocgio e manipulagio
adequadas para prevengio de surtos de salmonclose
(ZANDONADI et al, 2007). Outro estudo
realizado pela Divisio de Doengas de Transmissio
Hidrica e Alimentar do CVE/CCD-SES
diagnosticou surtos de toxinfecgio alimentar por
Salmonella em um evento cientifico realizado em Sio
Paulo, no ano de 2004, decorrentes da falta de
cuidados com a preparagio, manipulagio ¢
armazenamento da alimentagio oferecida no local
(CVE/CCD-SES, 2004). Os dois trabalhos acima
citados de isolamento de Salmonella justificam a
importincia de se ter conhecimento sobre boas
praticas de alimentagio, desde a obten¢io da
matéria-prima utilizada até a sua comercializagio.

No entanto, a detecgio de espécies do género
Staphylococcus também € de fundamental importincia
na epidemiologia das doencas veiculadas por
alimentos, o que decorre de sua alta prevaléncia e do
risco de producio, nos alimentos contaminados, de
toxinas causadoras de gastrenterites alimentares
(REIS et al., 2002).

Além disso, a presenga de Coliformes fecais, do
ponto de vista sanitirio,
indicador importante, capaz de evidenciar maior
probabilidade de que o alimento tenha entrado em
contato com material de origem fecal, indicando,

funciona como um

com maior precisio, a possivel presenca de
patégenos entéricos (SILVA et al., 2001; NOVAK;
ALMEIDA, 2002).

E possivel que os resultados negativos de
contaminagio bacteriana do doce de leite, o que é
um aspecto favoravel para o comércio local, estejam
relacionados com fatores que alteram o crescimento
bacteriano nos alimentos, como a atividade de dgua,
o pH e o potencial de oxirredugio, os quais, neste
caso, nio foram suficientemente favordveis para a
multiplicacio dos microrganismos testados (JAY,
2005).

Portanto, mesmo com estes resultados, observa-
se a necessidade de novas medidas sanitirias para
estabelecer critérios mais especificados para anilise
microbioldgica e identificar nio sé fatores que
caracterizam o alimento como substrato para a
multiplicagio bacteriana, mas também aqueles que
avaliam os veiculos da possivel contaminagio do
alimento, visando sempre 2 melhoria da situacio

Destri et al.

higiénico-sanitiria desse tipo de comércio informal,
que vem crescendo cada vez mais em todo o pafs.

Considerando a  constante  modificagio
econdémica que vem ocorrendo no pais, onde ¢
possivel perceber a intensa atividade informal dos
cidadios brasileiros, inclusive no que diz respeito aos
servicos de alimentagio prestados em locais
publicos, como o comércio das feiras livres, é
importante salientar que a questio da higiene
alimentar deve ser de interesse de todos, governo,
profissionais  de  saGde,  comerciantes e
consumidores, ¢ que constitui, indubitavelmente,
um grande desafio a Satide Publica do pafs.

Conclusao

Com base nos critérios estabelecidos pelo
documento RDC n° 12 da Anvisa, concluiu-se que
nenhuma das amostras de doce de leite pesquisadas
revelou  contaminagio pelos  trés
microrganismos pesquisados.

bacteriana
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