WOI0 YUIPIO 6 FDBD< .
c10ucEs’ 1ecuotoRise | .
” 4

INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

Avaliacao da qualidade microbioldgica e fisico-quimica em leite caprino cru
comercializado informalmente no estado do Rio de Janeiro

Gustavo Luis de Paiva Anciens Ramos?, Janaina dos Santos Nascimento®
a Universidade Federal Fluminense
b Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio de Janeiro

RESUMO

O consumo e a producao de leite caprino vém aumentando nos ultimos anos. Um dos
motivos é o seu menor potencial alergénico, comparado ao leite bovino. Porém, em
ambos os casos, a cadeia produtiva apresenta fatores de risco, sendo necessario
tratamento o térmico antes do consumo. Neste trabalho, foram avaliadas 21 amostras
de leite caprino cru adquiridas em pequenos produtores do estado do Rio de Janeiro
quanto a presenca de indicadores microbianos. Parametros fisico-quimicos
(porcentagem de gordura, lactose, acidez e extrato seco) também foram
determinados. Seis amostras apresentaram contagens de bactérias mesdfilas acima de
6 log UFC/ml, valores superiores ao permitido pela legislacao. Duas amostras exibiram,
ainda, contagens de enterobactérias totais superiores 6 log UFC/ml. Valores acima de
9 log UFC/ml de bactérias aerdbias psicrotroficas também foram encontrados,
sugerindo a acdao de enzimas deteriorantes termorresistentes. Varias amostras
apresentaram alteracdes consideraveis nos parametros fisico-quimicos, estando,
assim, em nao-conformidade de acordo com a legislagao vigente. Embora proibido no
pais, o consumo de leite cru caprino é comum, principalmente em cidades do interior.
Diante dos resultados expostos, tornam-se necessarias medidas publicas com o
objetivo de evitar o consumo do produto cru, além de conscientizar os pequenos

produtores com relagao as boas praticas de producao.

Palavras-chave: Leite caprino; psicrotréficas; enterobactérias totais; boas praticas.
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1 INTRODUGAO

Em 2016, o efetivo de caprinos no Brasil foi registrado em 9,78 milhdes de
cabegas, um aumento de 1,7% com relacdo ao ano anterior, mantendo uma sequéncia
de crescimento (IBGE, 2016). O consumo do leite de cabra vem aumentando nas
ultimas décadas, se tratando do terceiro tipo de leite mais consumido mundialmente,
especialmente pelo fato de possuir alergenicidade reduzida comparativamente ao leite
bovino (FAO, 2018).

O leite de diversos mamiferos em geral, tem um alto valor nutritivo e por isso
tende a ser um meio de cultura excelente para micro-organismos deteriorantes e
patogénicos. Além da contaminacao primaria durante a criacdo do animal, existem
pontos criticos durante a cadeia de producdo de produtos lacteos, como
processamento, transporte e armazenamento dos produtos finais. Por isto, deve ser
obtido em rigidas condicdes de higiene e imediatamente refrigerado, com posterior
tratamento térmico (Weschenfelder et a/,, 2016; Agrimonti et al., 2017).

A microbiota natural do leite de cabra cru é composta em sua maior parte por
bactérias acido-laticas, como espécies dos géneros Lactococcus e Lactobacillus, e por
membros da familia Enterobacteriaceae. A composicao da populacdo microbiana pode
variar de acordo com a estacao do ano em que o leite foi ordenhado, devido as
mudancas na alimentacao e saude do animal, relacionadas a temperatura do ambiente
(Quigley, et al., 2013).

O leite de cabra cru é frequentemente relacionado na literatura a presenca de
relevantes patdgenos, como Staphylococcus aureus enterotoxigénico e Escherichia coli
produtora de toxina Shiga (STEC). Ainda, é ocasionalmente relacionado a presenca de

Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., € outros micro-organismos dos géneros
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Salmonella e Cronobacter, ressaltando que o consumo de leite cru € um problema de
saude publica (Osman et al,, 2013; Alvarez-Suérez et al,, 2015).

No leite cru, coliformes sdao encontrados em 98% das amostras. Se detectados
mais de 10.000 UFC/mL supde-se que haja uma correlagao com praticas inadequadas
de higiene, refrigeracao ineficiente do produto ou condicao de mastite no animal. No
leite pasteurizado, a presenca de coliformes indica contaminacao pds-pasteurizacao,
relacionada a formagao de biofilme, ou falha no processo térmico (Martin et a/., 2016).

Acompanhando a discussao da comunidade cientifica internacional sobre grupos
de micro-organismos indicadores, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
por meio da Consulta publica n® 542 de 17 de julho de 2018, indicou a remocao da
pesquisa do grupo coliformes do “Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos
para Alimentos”, sugerindo a substituicao desta pela pesquisa de Enterobacteriaceae
e Escherichia coli (Brasil, 2018). A literatura relata os grupos indicadores chamados
de enterobactérias totais ou Gram-negativos totais como alternativa ao grupo
coliforme (Martin et al., 2016).

A composicao média do leite de cabra é de 87% de agua, 4% de lipideos, 4%
de lactose, 3,5% de proteinas e 1% de cinzas, com pH em torno de 6,5 (Park, et al.,
2007), se apresentando com uma coloragao mais esbranquicada com relacao ao leite
de vaca, devido a auséncia de B-caroteno. Tem niveis satisfatorios de minerais como
calcio, cobre, manganés, zinco e selénio, e de vitaminas como vitamina A, niacina e
riboflavina (Lima et al., 2016).

Com relagdo ao conteudo lipidico, o leite de cabra tem majoritariamente
triacilglicerdis em sua composicao (98%), com tracos de fosfolipideos, colesterol e

acidos graxos livres. Ainda, o leite caprino apresenta glébulos de gordura menores e
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maior presenca de acidos graxos de cadeia média e curta, causando um impacto
positivo no processo digestivo, que também é justificado pela composicao dos acidos
graxos. Os acidos caprico, caprilico e caprdico representam em torno de 15% dos
acidos graxos no leite de cabra, enquanto no leite bovino representam 7%, fato este
também associado ao odor caracteristico do leite caprino (Taylor & Macgibbon, 2011).

O conteudo proteico, assim como no leite de vaca, é dividido em caseinas e
proteinas do soro do leite (whey proteins) no leite de cabra. A maior parte das
proteinas do leite bovino se da por as1-caseina, enquanto no leite caprino, as proteinas
majoritarias sdo B-caseina e as2-caseina. A diferenca do contelido proteico entre os
ruminantes abordados se da em razao do polimorfismo genético e sua alta frequéncia
em caprinos, especialmente com relacao a as1-caseina (Verruck et al,, 2019).

O leite de cabra vem se revelando uma opcgao ao leite de origem bovina por
razoes de alergenicidade, especialmente em criancas. A proteina asl-caseina,
associada a alergenicidade, é presente no leite bovino em cerca de 12 a 15 g/L,
enquanto no leite caprino, este valor chega no maximo a 7 g/L. A alergia ao leite de
vaca atinge cerca de 6% de criangas brasileiras, e a substituicao por leite caprino
demonstra resultados satisfatorios em até 40% dos casos (Hodgkinson et a/., 2017).

Ainda que controverso, ainda existe o consumo do leite cru por muitas pessoas,
inclusive idosos e criancas, e este tipo de produto é encontrado com certa facilidade
no comércio de cidades menores sem nenhum tipo de inspegdo. Por suas condicoes
de producao e consumo, o leite caprino cru pode se revelar como um potencial
reservatorio de bacilos Gram-negativos, como espécies da familia Enterobacteriaceae,

incluindo patégenos como E. coli e Salmonella sp., € como membros do género
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Pseudomonas, associados a producdo de enzimas que afetam drasticamente a
qualidade do leite.

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade microbioldgica e fisico-
quimica do leite de cabra cru comercializado informalmente no estado do Rio de
Janeiro, por meio de contagem de aerdbios mesodfilos e psicrotréficos e de

enterobactérias totais e da determinacao dos principais parametros fisico-quimicos.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 21 amostras de leite de cabra cru, adquiridas a partir de
pequenos comércios informais em oito produtores do Estado do Rio de Janeiro. A
coleta de amostras foi realizada em dois periodos (margo e agosto de 2018), mantendo
o leite em refrigeracdo em um curto espaco de tempo até o inicio das analises.

Para realizar a contagem de bactérias aerdbias mesdfilas e aerdbicas
psicrotroficas, foram retirados 25 mL de cada amostra para insercao em 225 mL de
agua peptonada (BIOCEN, Sao Paulo) 0,1% e posteriormente foram realizadas
diluicdes seriadas. A partir disto, foram feitas inoculacdes em Agar Padrdo para
Contagem (PCA), pela técnica de “spread plate”, e as placas, em duplicata, foram
incubadas a 35°C por 48 h e a 7°C por 5 dias, para contagem de mesdfilas e
psicrotroficas, respectivamente. Para a contagem de enterobactérias totais, as
diluicdes foram inoculadas em agar Violeta Vermelho Bile Glicose (VRBG, Kasvi, Sao
Paulo) com incubagdo a 35°C por 24 h, sendo este meio de cultura seletivo e diferencial
e preparado com no maximo trés horas de antecedéncia, também pela técnica de

semeadura em superficie (Brasil, 2003; ISO, 2004).
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As analises dos parametros fisico-quimicos foram executadas de acordo com
Instituto Adolfo Lutz, 2008. A acidez em &acido latico foi determinada por meio de
titulacao em duplicata com solucao de hidroxido de sddio (VETEC, Rio de Janeiro) 0,1
M. A determinacao dos extratos secos total e desengordurado foi realizada pelo
método de residuo seco a 105°C, utilizando capsulas de porcelana com areia lavada e
5 ml de amostra até a obtencao do peso constante.

A determinacao de gordura foi realizada pelo método de Gerber. Em
lactobutirdmetros (Funke Gerber, Alemanha), foram inseridos 10 mL de acido sulfirico
(ISOFAR, Rio de Janeiro) com densidade de 1,8, 11 mL da amostra de leite e 1 mL de
alcool isoamilico (Synth, S3o Paulo), com posterior centrifugacdo em centrifuga de
Gerber (Caplab, Sao Paulo), a 1200 rpm por cinco minutos, e insercao em banho-maria
(ITR, Sao Paulo) a 65 °C.

Os glicidios redutores em lactose foram quantificados pelo método de Fehling,
a partir de 10 mL de amostra e clarificagao com sulfato de zinco (Quimex, Minas Gerais)
a 30% e ferrocianeto de potassio (Proquimios, Rio de Janeiro) a 15%, com posterior
filtracdo e titulacdo inversa e a quente do filtrado obtido com as solugdes de Fehling

previamente fatoradas, utilizando-se 10 ml de cada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os micro-organismos psicrotroficos sao indicadores de deterioracao do alimento
e se revelam um importante problema para a industria, ocasionando perdas em razao
da producdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas que desestabilizam o produto e

acarretam perda de qualidade, reduzindo sua vida util (Silva et a/., 2017). Ainda,
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podem causar problemas tecnoldgicos na producdao de derivados lacteos, como na
coagulacao de queijos (Yamazi et al, 2013). Neste estudo, foram observadas
contagens até 9 log/UFC de aerdbias psicrotrdficas (Figura 1), indicando provavel de
acao de enzimas deteriorantes. Os micro-organismos mesofilos, por sua vez, indicam
falha de higiene na cadeia produtiva e quebra na cadeia de frio, sugerindo que a

refrigeracao do produto nao foi adequada (Yamazi et al/., 2013).

Niumero de amostras
-

g 39 10

i 2 3 4 &5 6 7
log UFC/ml

Figura 1 — Distribuicao das contagens de enterobactérias totais (EB), aerdbios
psicrotroficos (AP) e aerdbios mesofilos (AM), por faixa de quantificacao em log

UFC/ml de leite caprino cru por porcentagem do numero total de amostras.

A maior parte das amostras apresentou contagem de mesdfilos aerdbios entre 4
e 5 log UFC/ml, enquanto a contagem de enterobactérias se apresentou na faixa de 3
a 4 log UFC/ml em sua maioria. Quatro amostras nao apresentaram contagem de

enterobactérias totais até o limite de deteccdo da técnica e duas amostras
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apresentaram valores na ordem de 6 log UFC/ml, considerados acima do normal com
base na literatura (Figura 1).

Outros trabalhos relatam a qualidade microbioldgica do leite de cabra em
diferentes Estados do Brasil. Em um estudo que relata a qualidade microbioldgica de
61 amostras de leite caprino cru de 12 fazendas em Minas Gerais, foram encontradas
contagens padrao em placa oscilando entre 4 e 6 log UFC/ml (Yamazi et al., 2013).
Um estudo realizado na Paraiba obteve resultados semelhantes ao de nosso trabalho,
onde as amostras de leite caprino cru analisadas apresentaram contagens acima do
considerado toleravel tanto para mesdfilas totais como para coliformes, indicando
falhas no processo higiénico de ordenha. Os autores relatam, ainda, contagens
significativas de Staphylococcus aureus em cerca de 5% das amostras, revelando um
potencial problema relacionado a producao de toxinas por estes micro-organismos e
associacdo com mastite no animal, pois este micro-organismo é o mais relacionado a
esta infecgao. Além disso, houve o isolamento de Sa/monella enterica em 1,3% das
amostras pesquisadas, revelando a variedade e gravidade dos patégenos encontrados
no leite caprino cru (Monte et al.,, 2016).

Em Sao Paulo, resultados igualmente preocupantes foram detectados, como a
alta prevaléncia (cerca de 35%) e diversidade de micro-organismos do género
Staphylococcus, além de representantes das enterobactérias, ambos frequentemente
associados a surtos alimentares e potenciais riscos a saide humana (Machado et a/.,
2018). No Rio Grande do Norte, um trabalho relata a prevaléncia de coliformes e
estafilococos em mais de um quarto das amostras de leite cru analisado, além da
presenca de micro-organismos psicrotroficos em grandes quantidades (Silva et al.,

2017).
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Panoramas nao muito diferentes também foram encontrados em trabalhos fora
do Brasil, como em um estudo realizado na Grécia, onde foram encontrados valores
aproximadamente dentro da mesma faixa (Kondyli et a/., 2012). Ja em um trabalho
de um grupo francés, os valores ficaram na faixa de 3 log UFC/ml (Tormo et al., 2011).

O procedimento técnico de producdo, identidade e qualidade do leite de cabra
(Instrugao Normativa N° 37 de 31 de outubro de 2000, MAPA) estabelece o padrao de
5,0 x 10° UFC/ml (5,7 log UFC/ml) para contagem padrao em placa em leite de cabra
cru, e assim, seis amostras (29%) se apresentaram fora deste padrao. Na literatura,
é geralmente adotado um valor de 6 log UFC/ml para indicar que as condicoes
higi€nicas utilizadas no processamento ndao foram adequadas (Brasil, 2000).

Em algumas amostras analisadas neste trabalho, a contagem bacteriana de
mesofilos apresentou valores muito elevados, diferente do que é geralmente
encontrado na literatura. Isso pode estar relacionado ao fato das amostras terem sido
coletadas de pequenos produtores, onde aparentemente as medidas de boas praticas
nao sao seguidas a risca e ndo ha nenhum tipo de controle ou inspecao do leite de
cabra, embora seja vendido cru ao consumidor. A Figura 2 exibe as contagens dos trés
parametros analisados nas seis amostras que apresentaram contagem de mesofilos

acima do permitido pela legislacao.

Dez amostras (48%) apresentaram valor de acidez abaixo da faixa
recomendada pela IN 37/2000 (0,11-018 % acido latico para leite de cabra cru
congelado, visto que as amostras foram congeladas apds a analise microbioldgica,
para posterior realizacao das analises fisico quimicas). Outras dez amostras
apresentaram teor de lactose abaixo do minimo estabelecido (4,3%) e 14 (67%)

amostras apresentaram valores de extrato seco desengordurado abaixo do minimo
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estabelecido (8,2%), valor este relacionado com o teor de umidade e o teor de

gordura.

log UFC/mlI

5 12 13 14

Amostra

Figura 2 — Contagens microbioldgicas nas seis amostras que se apresentaram fora
dos padrdes de qualidade fisico-quimica da legislacao brasileira. AM, aerdbias

mesofilas; AP, aerdbias psicrotroficas; EB, enterobactérias totais.

Os baixos valores de acidez detectados poderiam ser justificados pelo fato das
amostras serem “leite de retencdo”, que é o leite obtido na fase final da lactacao do
animal, tendo suas caracteristicas fisico-quimicas alteradas. Outra hipdtese é a
ocorréncia de mastite caprina, que acarreta valores menores de acidez, de teor de
lactose e de gordura (Brito & Brito, 1998), como observado na amostra 8, que
apresenta os trés valores baixos. Vale destacar que essa amostra é uma das que foram
provenientes de um grupo trés cabras de um mesmo produtor, e apenas essa

apresentou este comportamento nos parametros fisico-quimicos.
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Tabela 1 — Resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos nas amostras de leite

caprino cru
Amostra Padrao Gordura Lactose ajsd:: EST ESD
i i Nai 0, 0, " 0, 0,

microbiolégico (%) (%) Latico) (%) (%)

2 C 2,8 4,22*  0,091* 10,5 7,7%
3 C 3,0 4,14  0,096* 10,9 7,9*
4 NC 3,7 4,15%* 0,126 10,8 7,1*
5 NC 3,3 4,76 0,119 12,7 94
6 C 3,6 4,70 0,124 13,3 9,7
7 C 4,1 4,23%* 0,111 14,2 10,1
8 C 4,0 3,36 0,084* 10,8 7,8*
9 C 2,8 3,85% 0,126 10,3 7,5*
10 C 2,7 4,21* 0,088* 10,3 7,6*
11 C 2,9 4,17 0,087* 11,2 8,3
12 NC 3,6 4,14* 0,122 11,0 74*
13 NC 3,4 4,24* 0,119 11,0 7,6*
14 NC 2,2 4,79 0,071 9,9 7,7*
15 C 3,7 4,49 0,078* 12,0 8,3
16 C 3,1 4,83 0,114 9,3 6,2*
17 C 2,1 4,54 0,116 7,3 5,2*
18 C 1,8 4,48 0,082* 7,0 5,2%*
19 C 3,4 4,57 0,116 11,0 7,6*
20 C 4,2 5,00 0,097 12,5 8,3
21 C 3,5 4,52 0,084* 11,3 7,8*

Legenda: EST, Extrato seco total; ESD, Extrato seco desengordurado. Valores
acompanhados de “*” indicam que estao fora dos padroes da IN 37/2000. NC, nao
conforme (Valor acima do padrdo maximo de 5,0 x 10° UFC/ml para contagem padrao
em placas descrito na IN 37/2000); C, Conforme (Valor abaixo do padrao maximo de

5,0 x 10° UFC/ml para contagem padrao em placas descrito na IN 37/2000).
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A amostra 14, que apresentou a maior contagem microbiana, teve reflexos em
seus parametros fisico-quimicos. Seu extrato seco se apresentou baixo, indicando
relacao direta com a contagem microbiana e producao de enzimas deteriorantes,
aumentando o valor de umidade e consequentemente diminuindo os valores de

gordura e acidez.

4 CONCLUSOES

Embora proibida por decreto, a comercializagdo de leite cru é observada com
frequéncia em cidades do interior e até mesmo em regides mais afastadas de grandes
metrdpoles brasileiras, contando até mesmo com anuncios online. A gravidade deste
comércio pode ser ressaltada com os resultados deste estudo, que indicou presenca
de grupos de micro-organismos potencialmente patogénicos e/ou deteriorantes e de
alteracdes fisico-quimicas consideraveis no leite. Sao necessarias maiores medidas de
conscientizagdao com relacdo ao comércio informal de leite cru, assim como orientagoes

relativas as boas praticas de ordenha.
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