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Sensorial analysis of expressed human milk
and its microbial load

Anélise sensorial do leite humano ordenhado e sua carga microbiana
Franz R. Novak?!, Ana R. Junqueira?, Manuela de S. P. C. Dias3, Jodo A. G. Almeida*

Resumo

Objetivo: Verificar a existéncia de relagdo entre a presenca de
off-flavor e a carga de microrganismos em amostras de leite humano
ordenhado rejeitadas pelo controle de qualidade de um banco de leite
humano.

Métodos: Testou-se em 30 amostras de leite humano ordenhado
com presenca de off-flavor a ocorréncia dos seguintes
microrganismos: aerdbios mesofilos, psicrotréficos, proteoliticos,
proteoliticos-psicrotroficos, termoduricos, termoduricos-
psicrotroficos, bactérias lacticas, lipoliticos, bolores e leveduras e
Staphylococcus aureus, coliformes totais e coliformes
termotolerantes, de acordo com métodos oficiais.

Resultados: A ocorréncia percentual dos microrganismos foi a
seguinte: aerdbios meséfilos = 80%; psicrotroficos = 36,7%;
proteoliticos = 46,7%; proteoliticos-psicrotroficos = 16,7%;
termoduricos = 6,7%; termoduricos-psicrotréficos = 0%; bactérias
lacticas = 50%; lipoliticos = 10%; bolores e leveduras = 6,7%; S.
aureus = 30%; coliformes totais = 53,3%; e coliformes
termotolerantes = 16,7%.

Conclusdo: Observou-se relagdo consistente entre a presenga
de off-flavor e elevadas contagens dos microrganismos nas amostras
analisadas, o que reforga a importancia da pesquisa de off-flavor na
selegdo e no controle da qualidade dos bancos de leite humano.
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Introdugao

Por sua composigao rica em diversos nutrientes, o leite
humano ordenhado (LHO) pode se tornar um excelente meio
de cultura para o desenvolvimento de diversos microrganis-
mos. Entretanto, isso s6 pode ocorrer quando as barreiras bio-
quimicas, ou seja, os fatores de protecdo imunoldgicos,
capazes de impedir o crescimento microbiano, forem destru-
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idos. Uma vez eliminados os fatores de protecdo, os micror-
ganismos passam a utilizar o LHO para o seu crescimento,
gerando substancias indesejaveis®. Além disso, o LHO apre-
senta grande capacidade de sorgao (absorgdo e adsorgao) de
substancias volateis. Portanto, recomenda-se que, nos
ambientes onde ocorra coleta e/ou manipulagdo de tais pro-
dutos, ndo devam existir odores pronunciados, que poderao
ser incorporados ao leite, alterando seu flavor original. Por
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isso, recomenda-se a ndo utilizagdo de perfumes e cosméti-
cos que tenham odores fortes, tanto pelas doadoras quanto
pelos profissionais de saude que manipulam LHO?,

Tecnicamente, flavor é a sensagdo fisico-psicoldgica da
interacao de sabor e odor de um alimento. No caso do LHO, o
flavor pode ser dividido em primario, quando originario da
relacdo cloreto/lactose, e secundario, originado dos acidos
graxos e compostos volateis®. Off-flavor é a caracteristica
anormal que surge no LHO pela sua deterioragao ou contami-
nagdo por substancias exdgenas, acarretando o apareci-
mento de odores indesejaveis, decorrente de sua perda de
qualidade3.

A detecgdo de off-flavor no momento da selegao e classi-
ficagdo do LHO nos bancos de leite humano (BLH) é um efi-
ciente instrumento capaz de detectar de forma rapida e segura
a ocorréncia de modificagGes fisico-quimicas, como rancifica-
cdo, protedlise e fermentacdo da lactose, e a fixagdo de subs-
téncias volateis®.

Os padrdes de off-flavor utilizados nos BLH foram desen-
volvidos para descreverem qualitativamente os diversos tipos
de decomposigdes que podem ter ocorrido em fungdo da que-
bra de boas praticas durante os processos de coleta, trans-
porte e estocagem?.

O presente estudo tem como objetivo estudar a ocorrén-
cia de diversos grupos de microrganismos em amostras de
LHO que apresentavam off-flavor e vem complementar
estudo prévio realizado em nosso servigo, que resultou na
incorporagdo do teste na rotina dos BLH pela Agéncia Nacio-
nal de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)*. Nesse estudo (ndo
publicado), diversos testes fisico-quimicos identificaram os
odores estranhos do LHO nos diferentes tipos de decomposi-
cdo observados nos produtos. Assim, lipdlise associou-se com
odor de sabdo de coco; protedlise, com cheiro de peixe; fer-
mentagao, com cheiro de coalhada; e protedlise/lipdlise, com
odor de ovo podre®. E importante ressaltar que nao foram
encontrados estudos similares na literatura.

Métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto Fernandes Figueira da Fundagao Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro.

Foram analisadas 30 amostras de LHO cru de diferentes
doadoras do BLH do Instituto Fernandes Figueira (IFF), orien-
tadas previamente a realizarem coleta manual do leite apos
lavagem das mdos com agua e sabdo, e das mamas apenas
com agua potavel.

A amostragem foi efetuada apos o célculo do tamanho da
amostra, partindo de uma variabilidade pré-determinada em
estudos anteriores, admitindo um erro de amostragem da
ordem de 0,5% e um fator t de Student referente a 15 graus
de liberdade e 5% de probabilidade, empregando a técnica
descrita por Leite®. De acordo com esse célculo, o nimero
minimo de amostras de leite para o estudo foi de 26.
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Apos a coleta, os frascos eram armazenados sob conge-
lamento por, no maximo, 15 dias na residéncia das doadoras,
quando eram transportados sob congelamento em caixas iso-
térmicas revestidas com policloreto de vinila (PVC) contendo
“gelo reciclavel” na proporgdo de trés volumes deste para cada
volume de LHO.

Apos o degelo, os produtos foram avaliados por profissio-
nais treinados, que realizam a pesquisa de off-flavor regular-
mente no BLH/IFF, segundo as normas e procedimentos
regulamentados pela ANVISA. Somente amostras recusadas
pela ocorréncia de off-flavor fizeram parte do presente estudo.

As amostras foram encaminhadas imediatamente, sob
refrigeragdo, ao laboratério, onde foram realizadas analises
microbioldgicas de acordo com o Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods” e o Manual de
Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos®.

Foram determinados, por meio da técnica de contagem
padrdo em placas, os seguintes grupos de microrganismos:
aerdbios mesdfilos, psicrotréficos, proteoliticos, proteoliticos-
psicrotroficos, termoduricos, termoduricos-psicrotroficos,
bactérias lacticas, bactérias lipoliticas, bolores e leveduras e
S. aureus. Por meio da técnica de nimero mais provavel/mL,
foram pesquisados coliformes totais e coliformes
termotolerantes.

Resultados

Das 30 amostras analisadas, uma apresentava forte odor
de remédio com crescimento microbiano desprezivel. As
demais apresentaram crescimentos vigorosos de um ou varios
grupos de microbianos.

Na Tabela 1, pode-se observar a porcentagem de conta-
minacgdo pelos diferentes grupos de microrganismos pesqui-
sados das amostras de LHO rejeitadas pela presenga de
off-flavor.

Os microrganismos aerdbios meséfilos ocorreram em
ndmero igual ou superior a 10* UFC/mL e, em 24 amostras,
observaram-se contagens da ordem de 10*a 108 UFC/mL. Do
total, 11 amostras apresentaram microrganismos psicrotré-
ficos com contagens que variavam de 103 a 107 UFC/mL. As
pesquisas de proteoliticos e proteoliticos-psicrotréficos
demonstraram que 14/30 e 5/30, respectivamente, apresen-
tavam cepas na ordem de 103 a 10° UFC/mL, de ambos os
grupos. Os termoduricos e termoduricos-psicrotroficos ocor-
reram em apenas duas amostras, com valores que variavam
de 103 a 10* UFC/mL. As bactérias lacticas foram positivas
em 50% das amostras, sendo que 43,3% apresentaram con-
tagens superiores a 10® UFC/mL. A pesquisa de lipoliticos
demonstrou que 3/30 das amostras apresentaram conta-
gens variando de 10% a 10® UFC/mL. Bolores e leveduras
foram identificados em apenas duas amostras, ambas com
contagens da ordem de 103 a 10* UFC/mL. O Staphylococcus
coagulase positiva (aureus) foi verificado em nove amostras,
com contagens variando de 10% a 10° UFC/mL. Verificou-se
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Tabela 1 - Distribuicdo percentual das amostras contaminadas com os diversos microrganismos/grupos de acordo com a carga microbiana

Contagem de microorganismos

Microrganismos/grupos Auséncia 10%-10? 10!-102 102-10% 103-10* 10%-10° 105-10° 106-107 > 107
Mesodfilos 3,33 0,00 0,00 0,00 0,00 10,00 26,67 13,33 46,67
Psicrotroficos 8,33 0,00 0,00 0,00 8,33 8,33 33,33 33,33 8,33
Proteoliticos 6,67 0,00 0,00 0,00 6,67 26,67 20,00 26,67 13,33
Proteoliticos-psicrotroficos 16,67 0,00 0,00 0,00 0,00 16,67 50,00 0,00 16,67
Termoduricos 33,33 0,00 0,00 0,00 0,00 66,67 0,00 0,00 0,00
Termoduricos-psicrotréficos 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bactérias lacticas 6,25 0,00 0,00 0,00 6,25 31,25 37,50 12,50 6,25
Lipoliticos 25,00 0,00 0,00 0,00 00,00 50,00 0,00 25,00 0,00
Bolores e leveduras 25,00 0,00 0,00 0,00 00,00 75,00 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus aureus 12,50 0,00 0,00 0,00 12,50 37,50 37,50 0,00 0,00
Coliformes totais 5,88 0,00 0,00 0,00 5,88 88,24 0,00 0,00 0,00
Coliformes fecais 16,67 0,00 0,00 0,00 16,67 66,67 0,00 0,00 0,00

que 16 amostras apresentavam coliformes totais, com con-
tagens que variaram de 10* a 10° UFC/mL. Ja os coliformes
termotolerantes foram detectados em cinco amostras, com
contagens que variaram de 103 a 10% UFC/mL.

Discussdo

A detecgdo de aerdbios mesofilos com contagens superio-
res a 10 UFC/mL em 80% das amostras analisadas eviden-
cia elevado grau de contaminacéao do leite ordenhado, levando
a crer que tais microrganismos encontram condigdes favora-
veis para seu crescimento devido a quebra das boas praticas
de manipulagdo?.

A positividade para psicrotréficos em 36,7% das amos-
tras indica problemas na estocagem a baixas temperatu-
ras®1%, A deteccdo de microrganismos proteoliticos e
proteoliticos-psicrotroéficos ocorreuem 46,7 e 16,7%, respec-
tivamente. A presenca de termoduricos e termoduricos-
psicrotroficos em 6,7% das amostras sugere problemas de
manipulagdo ou na estocagem sobre refrigeragao dessas
amostras’, ja que esses microrganismos sdo contaminantes
secundarios.

As bactérias lacticas ocorreram em 50% das amostras, o
que indica condigbes para a multiplicacdo desses microrga-
nismos fermentadores, que reduzem o pH do produto, com
conseqiiente perda de célcio e fosforo?.

As bactérias lipoliticas promovem o desenvolvimento de
rango hidrolitico, facilmente perceptivel j@ em sua fase ini-
cial, devido ao forte odor de sab&o de coco®. Esse fenémeno

ocorreu em 10% das amostras. Ja os bolores e leveduras ocor-
reram em duas amostras, refletindo higiene inadequada por
parte das doadoras ou dos utensilios utilizados”-*2:*3, A con-
taminacgdo por S. aureus ocorreu em 30% das amostras,
sendo freqliente a associagdo desse microorganismo com
toxinfeccdes alimentarest®.

A presenca de coliformes totais indica mas condigdes
higiénico-sanitarias. O fato de 53,3% das amostras apresen-
tarem tais microrganismos sugere que houve quebra das boas
praticas de manipulagdo do leite. A deteccdo de coliformes
termotolerantes em 31,2% das amostras revela a necessi-
dade de melhor controle higiénico-sanitario na coleta de leite
por algumas doadoras?®.

Concluindo, o presente estudo demonstrou que as amos-
tras rejeitadas pela pesquisa de off-flavor foram expostas a
contaminantes secundarios, provavelmente em razdo de
manipulagdo e/ou estocagem inadequadas®. Assim,
ratifica-se a importancia da pesquisa de off-flavor na selegdo
e classificagdo do LHO em BLH. Além disso, a comprovagao
da contaminacdo do leite na presenca de odores estranhos
autoriza os profissionais de salide a recomendarem que as
maes que costumam estocar seu leite em suas casas verifi-
guem a presenca de tais odores antes de oferecé-lo para a
crianca, descartando todo o leite com odores caracteristicos
de deterioragdo ou contaminagao.
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