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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de efetuar a caracterizacdo microbiol6gica de
chocolate para uso industrial para adicdo a lacteos nomeadamente na forma de
stracciatella. Este trabalho integra-se num projeto da empresa Frulact.

O chocolate, pelas suas caracteristicas, ndo possui as condi¢des ideais para o crescimento
microbiano, mas a sua contaminacao inicial, ou a adquirida durante o processo produtivo
pode introduzir espécies de microrganismos potencialmente perigosos para a seguranca
alimentar e qualidade do produto.

Assim, torna-se importante o conhecimento e caracterizagdo da flora microbiana do
chocolate, para garantir um produto seguro para os consumidores e, para a manutengao
da qualidade do mesmo, evitando a sua degradacgdo e ainda garantir que, no caso de
aplicacdes industriais como ingrediente, ndo veicular microrganismos capazes de

despoletar contaminagdes probleméticas.

A presenca de bactérias do género Bacillus, formadoras de esporos, como B.
lincheniformes, B. cereus e B. subtilis, no produto devem ser eliminadas, ou reduzidas até
valores considerados seguros. Estirpes destas espécies podem ter potencial toxico, e

capacidade de degradacéo do produto.

Neste sentido, este trabalho, debrugou-se sobretudo na andlise de matérias primas que
dao origem ao chocolate e identificagcdo das espécies predominantes no produto final - o

chocolate para a industria.

Relativamente a flora microbiana presente no chocolate era inicialmente de
aproximadamente 10° ufc/g, sendo essencialmente constituida por esporos bacterianos. O
isolamento dos esporos e a sua identificacdo através de testes bioquimicos permitiu
verificar que as estirpes mais frequentemente associadas com amostras de chocolate eram

B. subtilis, B. pumilus, B. megaterium e B. licheniformis.

Testes realizados com as estirpes esporulantes isoladas, indicam um elevado potencial

deteriorativo, principalmente pela producédo de proteases, lipases, amilases e lecitinase.

Todas as amostras analisadas permitiram verificar a auséncia de Salmonella spp em 25g

de chocolate.
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Testes preliminares de reducéo da carga microbiana das amostras de chocolate permitiram
verificar que o aumento da aw do chocolate por incorporacédo de pequenas quantidades de
agua permite aumentar substancialmente a eficacia de um tratamento térmico na reducao
da carga microbiana.

Palavras chave: chocolate, tratamento térmico, flora microbiana, esporos, Bacillus
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ABSTRACT

The present work was carried out aiming at characterizing the microbiological quality of
chocolate for industrial purposes namely for addition to dairy preparations, such as in the
form of stracciatella. This work is part of a project of the company Frulact.

Due to its characteristics, chocolate does not constitute the ideal environment for microbial
growth, but its initial contamination or that acquired during production process can introduce
species of microorganisms that are potentially dangerous to food safety and consequently
to the final products quality.

Thus, it is important to identify the native microorganisms in chocolate and in its main
ingredients, to ensure a safe product for consumers, maintain the quality of the chocolate,
avoiding its degradation and also ensure that, in the case of industrial applications as an
ingredient, it does not transport micro-organisms capable of enhancing problematic

contaminations.

The presence of Bacillus spore-forming bacteria such as B. lincheniformes, B. cereus and
B. subtilis in the product should be eliminated or reduced to values considered safe. Strains

of these species are potentially toxic and enhancers of products degradation.

The work presented in this thesis focused mainly on the analysis of chocolate samples raw
materials and identification of the predominant species in the final product - the chocolate

for the industry.

Concerning the initially microbial flora present in the chocolate, it was approximately 103
ufc/g, being essentially constituted by bacterial spores. Isolation of spores and their
identification through biochemical tests showed that the strains most frequently associated

with chocolate samples were B. subtilis, B. pumilus, B. megaterium and B. licheniformis.

Tests carried out with isolated sporulating strains revealed a high deteriorative potential,

mainly due to the production of proteases, lipases, amylases and lecithinase.

All the analysed samples allowed to verify the absence of Salmonella spp in 25 g of

chocolate.



Preliminary tests to reduce the microbial load in the chocolate samples have shown that
increasing the aw of the chocolate by incorporating small amounts of water allows a
substantial increase in the effectiveness of a heat treatments as the microbial load is also

reduced.

Keywords: chocolate, heat treatment, microbial flora, spores, Bacillus
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1 INTRODUCAO

Este trabalho foi realizado no ambito do mestrado em Empreendedorismo e Inovacao na
Industria Alimentar da Escola Superior de Tecnologia e Gestao do Instituto Politécnico de
Viana do Castelo em conjunto com a empresa Frulact no ambito do projeto CHOCOBITS.

O objetivo do trabalho, foi a caracterizagdo microbiolégica de chocolate para uso industrial
a usar futuramente pela Frulact para adicdo a preparados de stracciatella nomeadamente
para iogurte.

Os trabalhos realizados tiveram como objetivo, a caracterizagdo microbioldgica inicial do
chocolate e matérias primas, verificagdo da eficacia dos tratamentos térmicos realizados
pela Frulact, estudos de morte térmica, verificar a eficiéncia do tratamento na reducéo de
esporos bacterianos e Salmonella spp, eventualmente presentes.

1.1 O cacau e o chocolate — Breves referencias histoéricas

O cacau é o ingrediente essencial do chocolate, responsavel pelo seu sabor e
caracteristicas de fusdo na boca. O cacau tem um percurso longo até chegar ao
consumidor final, integrando varios circuitos de abastecimento. Tem origem normalmente
em regides menos desenvolvidas e por vezes em pequenos paises produtores, sendo
depois encaminhado para a indastria transformadora, até chegar ao consumidor final, que
se situa principalmente nas regiées mais desenvolvidas do globo. Como qualquer outra
plantacdo, o fornecimento e disponibilidade do cacau esta dependente de fatores como as
condicBes meteoroldgicas, de doencas, pragas e fatores econémicos (Beckett, 2009).

O cacau, ja era conhecido no México e na América Central, cerca de mil anos antes de
Cristévao Colombo ter descoberto a América. Inicialmente, o chocolate era apreciado como
uma mistura de graos torrados de cacau e milho temperado com pimenta, baunilha ou
canela. Apenas na primeira metade do seculo XVII o cacau foi introduzido na Alemanha.
Inicialmente o cacau foi tratado como um produto de luxo, e s6 apés a introducao do agucar
e da producao ser alargada é que este se tornou um produto alimentar com uma difuséo
em todo o mundo (Belitz , Grosch , & Schieberle 2009).
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Atualmente, segundo os dados de 2013 referidos pela The International Cocoa
Organization (ICCO), a producdo mundial de cacau em grdo decresceu 3,7% em
2012/2013 em relacdo ao ano anterior. No entanto a producdo situou-se em 3,931 milhbes
de toneladas, sendo a Costa do Marfim e o Gana os maiores produtores com 85 mil

toneladas.

O consumo de chocolate gerou vendas de 101 bilides de Dolares americanos em todo o
mundo, e que 35% de todo o chocolate consumido foi produzido na Europa, com a Suica
a ser o maior produtor e também o maior consumidor de chocolate, com uma média de
8,8kg per capita (Statista, 2015). Em Portugal, o negécio do chocolate vale 200 milhdes de
euros. Com um consumo per capita de aproximadamente 1,7 kg/ano, incluindo as tabletes

de culinaria para confecionar sobremesas (Elisabete Tavares, 2017).

Inicialmente os chocolates eram produzidos a partir de cacau, moendo-se na presenga de
acucar. Atualmente, o chocolate € normalmente produzido a partir de licor de cacau, com
introdugdo de sacarose, manteiga de cacau, aromatizantes, e ocasionalmente outros

ingredientes, como produtos de leite e frutos secos (Belitz et al., 2009).

Para além do chocolate ter como destino o consumidor final sendo apresentado como
produto final, este é muitas vezes usado como constituinte de outros alimentos. Pode ser
integrado na forma de chocolate em pé, pastilhas ou em barra, que sera posteriormente
fundido e misturado com outros ingredientes das formulagbes de outros alimentos, ou

mesmo no formato de pepitas, que sao introduzidos diretamente noutras matrizes.

1.2 Processo produtivo do chocolate

A principal matéria-prima utilizada na producdo do chocolate, o cacau, € obtida das
sementes da arvore tropical Theobroma cacao, de duas espécies principais, o Criollo
(Nativo) e o Forastero. Este, é posteriormente misturado e integrado num processo
produtivo de chocolate. Este processo de producéo do chocolate resulta de cinco etapas
principais, a mistura dos ingredientes, a conchagem, a refinacdo, a témpera e a

cristalizacéo final (Schumacher et al., 2009).
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1.2.1 Colheita, fermentacéo e secagem

A producéo de cacau, colheita, fermentacdo e secagem sao etapas do processo realizadas
ainda nos paises de origem. Estes processos variam conforme a espécie do cacau e a
regido onde foi produzido, e que tem influéncia sobre o aroma e sabor do cacau e dos
produtos produzidos.

A fermentacédo foi considerada a primeira etapa do processo de producdo do cacau, e é
um processo que consiste na abertura dos graos e fermentacéo da polpa e das sementes
(da Silva do Nascimento et al., 2010). Esta etapa tem grande importancia, devido as

reacdes bioquimicas que ocorrem no interior do gréo (Caligiani et al., 2016).

As caracteristicas microbiolégicas do cacau durante esta etapa foram descritas por
(Ardhana & Fleet, 2003) num trabalho sobre a ecologia microbiana da fermentagéo do gréo
de cacau na Indonésia, onde refere quais as espécies dominantes em cada estagio da
fermentagdo. Na primeira etapa, 0os microrganismos dominantes séo principalmente fungos
filamentosos, leveduras e bactérias acido lacteas, seguindo-se uma maior predominancia
de Penicillium citrinum, Kloeckera apis, Candida tropicalis e Lactobacillus. Na ultima etapa
de fermentagdo predominam espécies de Bacillus, principalmente Bacillus pumilus e

Bacillus licheniformis.

Apos a fermentacédo, segue-se uma etapa de secagem. No final da fermentacéo o gréo de
cacau possui uma humidade de aproximadamente 55%, um valor demasiado elevado para
poder ser armazenado, embalado e enviado para os paises produtores de chocolate,
tornando-se assim necessario reduzir este teor de humidade ate valores de cerca de 6%
(Caligiani et al., 2016).

1.2.2 Processamento de graos de cacau fermentados: torrefacéo e

producéo de licor de cacau

Um passo-chave da producdo do chocolate é a torrefacdo, realizada nos paises de
transformacdo, é nesta etapa que se desenvolvem 0s aromas e sabor de particular

relevancia para o chocolate.
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Antes da torrefacdo as sementes de cacau séo limpas para remover pedras, metais e
outros materiais que possam estar presentes. Normalmente a torrefacdo € aplicada a gaos
de cacau inteiros, por acdo de ar quente com temperaturas inferiores a 150°C em intervalos

de tempo entre 30 a 120 minutos.

Numa fase posterior da trituracdo dos graos € obtido o licor de cacau, que € depois
transformado em p6 de cacau e outros produtos do chocolate (Cooper et al., 2007). O uso
do licor de cacau para a producéo de chocolate negro € comum - este processo implica

uma prensagem, mistura, conchagem e témpera.

1.2.3 A producéo de cacau em po e manteiga de cacau

O cacau em po é normalmente utilizado na producdo de algumas bebidas chocolatadas,

recheios de bolos, gelados e outros

O licor de cacau é aquecido a 95 -105 °C, e pressionado para extracdo de uma grande
parte da gordura, a manteiga de cacau (Gu, House, Wu, Ou, & Prior, 2006). A pasta de
cacau pode ser alcalinizada para favorecer a agregacdo, mas sabe-se que este passo

reduz consideravelmente o teor de polifenois.

A manteiga obtida é separada, filtrada e utilizada como ingrediente na producédo de
chocolate e de derivados do cacau (Caligiani et al., 2016)
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| Cacau fermentado

| Separacéo F————-1Cascas cacau

Licor cacau |——| Mistura |q— Acucar, Leite, etc

Prensagem

Mistura

Chocolate

Manteiga de cacau

Figura 1 - Uma visdo geral sobre o processamento de graos de cacau. adaptado de (Caligiani et al., 2016)

1.2.4 Producéo do chocolate moldado

O chocolate como produto final, é obtido a partir do licor de cacau, alcalinizado e misturado
com agulcar, manteiga de cacau, emulsionantes, aromatizantes e outros ingredientes como
aveld, améndoas e leite. Esta mistura é homogeneizada, sendo a mistura uniforme

posteriormente refinada em particulas mais finas.

Outros passos importantes no processo de producdo do chocolate sdo a témpera e a
conchagem, necessarios para obter um chocolate mais fino, de sabor, e texturas mais
otimizadas de acordo com as preferéncias dos consumidores/mercados. Esta etapa é
realizada em tinas rotativas circulares ou alongadas a temperaturas de 65-75 °C, realizada
durante algumas horas ou dias, e é fundamental para garantir que o chocolate adquira as
propriedades organoléticas desejadas. E também nesta fase que sdo habitualmente

adicionados emulsificantes, manteiga de cacau e intensificadores de sabor e aroma.

O efeito da conchagem no chocolate resulta na reducdo da acidez, devido a libertacdo de
acido acético e outros compostos volateis por evaporagdo, perda de humidade e uma

distribuicdo mais uniforme das particulas de gorduras (Caligiani et al., 2016).
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A ultima etapa da producéo do chocolate é a témpera. No processo de témpera, que é uma
etapa longa e complexa, a massa de chocolate é gradualmente arrefecida até 27 °C, e
aguecida de novo a 37 °C. que volta a ser lentamente arrefecida até ao estado sélido,
conduzindo assim a desejada cristalizacdo uniforme do chocolate (Cervellati, Greco, Costa,
Guerra, & Speroni, 2008).

1.3 Legislacéo relativa ao chocolate e produtos de chocolate

A legislac@o que regula a comercializacdo, rotulagem e producdo de chocolate e outros
produtos de cacau é a Diretiva 2000/36/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 23
de junho de 2000 relativa aos produtos de cacau e de chocolate destinados a alimentacao
humana, e adotada pela legislagéo nacional através do Decreto-Lei n° 229 de 27/9/2003.
Diario da republica | Serie A n° 224 de 27/9/2003 p. 6319 ("EUR-Lex- Acesso ao direito da

Unido Europeia,").

O Regulamento (CE) N° 2073/2005 da comissdo de 15 de novembro de 2005, na sua
versdo consolidada de 7 de marco de 2014, com todas as alteracdes relativo a critérios
microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios, refere que em circunstancias normais,
ndo se exige a realizacdo de testes regulares dos seguintes alimentos prontos para
consumo: acucar, mel e produtos de confeitaria, incluindo produtos de cacau e de

chocolate.

1.4 Qualidade microbiolégica do chocolate

Os microrganismos que mais frequentemente estédo relacionados com o chocolate séo,
Salmonella, Escherichia coli e B. cereus (da Silva do Nascimento et al., 2010), (Lima,
Kamphuis, Nout, & Zwietering, 2011) e (Beckett, 2009). Alguns destes microrganismos
estdo associados a ocorréncia de doenga pelo que agéncias e autoridades legisladoras,

tém vindo também a regular sobre o chocolate.

No relatério da Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA) de 2015, que

apresenta os resultados de 2013 em 32 paises Europeus, 28 Estados-Membros (EM) e
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quatro paises da EFSA ndo membros da (EU) (EFSA, 2015). Os dados apresentados
resumem a ocorréncia de zoonoses e surtos de origem alimentar identificados pela EFSA
e 0 Centro Europeu de Prevencéo e Controlo das Doencas (ECDC). Este documento refere
que a maioria dos surtos que implicam ovos e ovo-produtos foram causados por
Salmonella. O estudo refere também que, doces e chocolates representaram o segundo
veiculo alimentar mais reportado em surtos de Salmonella em 2013, embora esses surtos
tenham sido reportados principalmente pela Polonia (EFSA, 2015). No relatério da EFSA
de 2016, com dados de 2014, chocolates e doces, representam 1,5% dos casos
reportados. Relativamente a surtos de Salmonella, o valor decresceu para 3,1% (EFSA,
2016)

1.4.1 Qualidade microbiolégica das matérias primas do chocolate

A qualidade microbiol6gica do chocolate é reflexo da qualidade microbioldgica das matérias
primas que Ihe ddo origem, tais como a manteiga, po e licor de cacau e é também afetada
pelas operacdes de processamento que por motivo de contaminagao cruzada condiciona

a estabilidade microbioldgica.

O cacau é considerado um dos principais responsaveis por surtos de Salmonella spp nos
humanos (EFSA, 2015).

Num estudo realizado no Brasil, que teve como objetivo investigar a presenca de
Salmonella, Escherichia coli e coliformes totais em todas as etapas de pré processamento
do cacau foram consideradas quatro etapas do processamento, homeadamente: (1)
producao primaria, colheita e pré-processamento do gréo, (2) transformacao dos graos em
produtos semiacabados, como manteiga, licor e pé de cacau, (3) industria de producao do

chocolate e (4) industrias de transformacéo de chocolate (Garcia, 2003).

Na primeira etapa do processo, a contaminacao ocorre pelo contacto de facas e outros
utensilios usados na colheita. Muita desta microflora € responsavel pela fermentacéo
natural que ocorre nos primeiros dias. Na primeira fase do processo da-se uma

fermentacéo alcodlica realizada sobretudo por leveduras, seguindo-se uma maior atividade
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de bactérias laticas e posteriormente bactérias acéticas, cuja atividade metabdlica resulta
numa diminuicdo do pH. Na fase seguinte, a flora € caraterizada pela presenca de bactérias
aerdbicas formadoras de esporos, cujo metabolismo resulta normalmente num aumento do
pH e no aparecimento de fungos filamentosos a superficie (da Silva do Nascimento et al.,
2010).

Apbs a fermentacdo o cacau é submetido a uma secagem ao sol diretamente no chéo,
protegido da humidade e da chuva. No final da secagem o cacau € acondicionado em
sacos e armazenados antes de ser enviado para as industrias transformadoras. Esta
armazenagem é normalmente realizada na auséncia das melhores condi¢des de higiene,
estando exposto a vetores de contaminagdo como o0 solo, insetos, roedores e aves (Foods),
2000).

O controlo das matérias-primas é considerado essencial prevenir o aparecimento de
Salmonella spp. no chocolate, no entanto, existe ainda um desconhecimento grande sobre
a contaminacdo das matérias-primas. A contaminacdo com Salmonella na fase que
antecede a fermentacdo ndo é inesperada, tendo em conta as praticas usadas na colheita
(Garcia, 2003).

De acordo com (Garcia, 2003) foi concluido que a contaminacdo por Salmonella, através
do ambiente, equipamentos e trabalhadores é possivel através de vetores como o solo e
aguas contaminadas, ja que os resultados obtidos mostram que as sementes ndo estavam

contaminadas, indicando por isso que a matéria-prima ndo é uma fonte provavel para

patogénicos como a Salmonella.

Durante a fermentacdo, o meio quente e acido ndo é favoravel para o crescimento e
multiplicacdo de Salmonella. No entanto, o estudo refere que a possibilidade de existir
sobrevivéncia e crescimento ndo pode ser descartado para a Salmonella, mesmo em

condi¢cBes adversas.

Durante a secagem néo foi detetada a presenca de Salmonella, mas existiu um aumento
de E. coli durante esta fase, este aumento pode ser devido ao processo de secagem, uma
etapa que potencia a contaminacdo. Esta etapa pode ser a mais critica na contaminacao
de Salmonella devido & exposicéo dos graos ao ar, solo e outros vetores de contaminagao
como animais domésticos, aves e os trabalhadores que pisam as sementes, abrindo

caminho para a introducéo de contaminacdes.
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Apbs a secagem, os graos de cacau sao armazenados, nesta fase foram identificadas
amostras contaminadas com Salmonella (10%) num dos produtores. Esta foi a Unica

amostra contaminada em 119 amostras analisadas.

Este estudo conclui, que as condi¢des de producédo observadas na producao de cacau, é
possivel concluir que as aves e insetos que entram em contacto direto com as
sementes/grdos de cacau no processo de secagem ao ar livre sdo vetores da
contaminacéo fecal de graos de cacau, introduzindo E. coli e possivelmente, Salmonella.
Outros fatores importantes que podem contribuir para a contaminacdo do cacau, sao a
manipulacdo, armazenamento por longos periodos em contacto com o ambiente (Garcia,
2003).

1.4.2 As contaminacOes mais frequentes no cacau, licor e manteiga de

cacau

Os gréos de cacau sao a principal matéria-prima da indastria do chocolate. Os graos de
cacau sdo provenientes de plantagcbes em regides tropicais e s&@o sujeitos a uma
fermentacéo na primeira etapa de producéo do chocolate, esta fermentacdo tem influencia

na qualidade final do chocolate. (Ardhana & Fleet, 2003)

Num estudo realizado em 3 locais de fermentacdo na Indonésia, onde foram determinadas

as espécies presentes nos graos de cacau, durantes os 3 primeiros dias do processo.

No ensaio foram detetadas e quantificadas espécies de fungos filamentosos, que
cresceram nas primeiras horas de fermentagéo, reduzindo até quantidade ndo detetaveis
apo6s 24-36 horas de fermentagcdo. As espécies principais que foram isoladas foram
Penicillium citrinum, Aspergillus versicolor e Aspergillus wentii. As espécies cresceram a

35 °C, mas néo a 40 °C, apenas Aspergillus versicolor cresceu a 40 °C, mas néo a 45 °C.

As leveduras presentes no gréo, tiveram um aumento no inicio da fermentacéo e durante
as 24-36h seguintes, diminuindo posteriormente. A levedura Kloeckera apis foi a espécie
dominante, esta levedura € responsavel por 70-90% da populagéo de leveduras durante

esta fase inicial. Outras leveduras como Kloeckera javanica e Kloeckera africana também
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contribuiram para a fermentacdo. Depois de Kloeckera apis, Saccharomyces cerevisiae e

Candida tropicalis foram as leveduras mais significativas na fermentacao.

As bactérias detetadas neste estudo foram bactérias &cido-laticas (LAB), bactérias acéticas
e algumas espécies de bacilos.

A principal espécie de LAB isolada foi Lactobacillus cellobiosus, responsavel por 60-85%
das bactérias acido-laticas. Outras LAB foram isoladas, como Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus hilgardii. Nenhuma das bactérias isoladas cresceu a 50 °C, mas Lactobacillus
celobiose cresceu bem a 45-47 °C, Lactobacillus plantarum cresceu a 40-45 °C e
Lactobacillus hilgardii ndo cresceu a 45 °C e teve um baixo crescimento a 40 °C. Nenhuma
das estirpes deu reacdo positiva para reagdes de celulase, amilase, lipase e protease.

Nas bactérias acéticas, Acetobacter pasteurianus e Acetobacter aceti contribuiram para a
fermentacdo. Acetobacter pasteurianus foi a espécie isolada predominante, e com maior
resisténcia durante a fermentacdo. Nenhuma das espécies teve crescimento significativo
com temperaturas superiores a 35 °C e nenhuma demonstrou ser produtora de celulase,

amilase, protease ou lipases nas condi¢des testadas.

As espécies de Bacillus presentes, cresceram durante toda a fermentagéo, ao contrario do
gue ocorreu com outras espécies, que deixavam de ter crescimento nas primeiras horas
de fermentacéo. As espécies de Bacillus permaneceram com populacdes elevadas, sendo
isoladas na maioria dos ensaios espécies de Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis,
Bacillus subtilis e Bacillus cereus. A maioria das espécies tiveram crescimento a 50 °C,
exceto Bacillus cereus e Bacillus sphaericus, e deram reac¢des positivas para a producao
de protease e amilase (exceto B. pumilus e B. sphaericus) e lipase (B. cereus e B.

sphaericus).

Outras espécies foram isoladas, embora em quantidade relativamente diminuta como
Staphylococcus capitis, Staphylococcus aureus, Micrococcus kristinae e Pseudomonas
cepacea (Ardhana & Fleet, 2003).

1.4.3 Presenca de bactérias formadoras de esporos no cacau e no

chocolate
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Bactérias formadoras de esporos sdo contaminantes importantes no processamento de
lacticinios, mas o seu controlo ho ambiente de producéo e no alimento sédo ainda dificeis,
devido ao pouco conhecimento sobre as suas origens, termoresisténcia, capacidade de
deterioracdo e potencial toxico (LlUcking, Stoeckel, Atamer, Hinrichs, & Ehling-Schulz,
2013).

Esta descrita a presenca de elevadas taxas de contaminacdo com bactérias formadoras
de esporos resistentes ao calor em leite em po, pd de cacau e extratos de gelatina (E. De
Clerck, 2004). O aparecimento de enddsporos altamente resistentes ao calor, capazes de
sobreviver ao tratamento térmico para obtencdo de produtos estéreis, é uma preocupacao,
pois com a realizacdo de tratamentos térmicos altamente severos o0s alimentos
contaminados, parecem aumentar a capacidade de adaptacéo e selecdo de bactérias

produtoras de esporos extremamente resistentes (B. Pettersson, 1996; F. Postollec, 2012).

Num estudo (Lucking et al., 2013) efetuado para a caracterizacdo de baterias formadoras
de esporos em produtos lacteos foram isoladas 467 espécies, destas 379 foram
relacionadas com produtos contaminados, 10 de amostras de esfregagos dos

equipamentos e 93 do ambiente de processamento.

Os resultados obtidos mostram que foram isoladas 379 estirpes formadoras de esporos
lidadas a deterioragéo. Das 379 espécies isoladas 75% pertenciam ao género Bacillus, 9%
sdo Geobacillus e 6% sdo Paenibacillus. A grande maioria das espécies isoladas sdo
mesofilas e apenas 7 sdo estritamente termdfilas. As espécies isoladas foram, B.
lincheniformes, B. cereus, B. thermoamylovorans, B. subtilis e Geobacillus

stearothermophilus.

Quanto a caraterizagdo de formadores de esporos e resisténcia térmica as suspensdes
foram aquecidas 20 min a 100 °C. Como resultado 27% das estirpes sobreviveram a este
tratamento térmico, sendo classificadas como termorresistentes, e 330 estirpes nédo

cresceram.

No que diz respeito a sua origem alimentar, os isolados termorresistentes foram detetados
em todas as categorias de alimentos analisados: 14% foram obtidos a partir de produtos
intermédios ndo transformados e matéria-prima, 23% de ingredientes desidratados e 56%

de alimentos processados.
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Os formadores de esporos termorresistentes poderiam ser atribuidos a cinco géneros e 17
espécies diferentes. Metade das amostras pertenciam a sete espécies mesofilos, e dez

espécies termdfilas ou termotolerantes.
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Figura 2 - Espécies dominantes que produzem esporos resistentes ao calor (Liicking et al., 2013)

As espécies dominantes que produzem esporos resistentes ao calor foi B. subtilis (26%),
seguido por G. stearothermophilus (17%) e B. lincheniformes (11%). Foi também testado
0 seu potencial para crescer e germinar a temperaturas baixas (10 °C), 13 isolados foram
capazes de crescer e quase todas as estirpes isoladas foram capazes de crescer e

germinar quando voltavam a ser colocadas na sua temperatura 6tima de 30, 37 e 55 °C.

O ambiente de processamento dos alimentos, bem como as matérias-primas alimentares,
tais como pdé de cacau e especiarias, foram identificadas como importantes fontes de
contaminagdo. Foram observadas diferencas significativas no potencial de resisténcia
térmica de esporos e deterioragcdo, ndo so entre diferentes espécies, mas também entre
diferentes estirpes dentro de uma espécie. Mais importante ainda, o estudo indica que o
potencial de deterioracdo dos esporos mesofilos que produzem esporos termorresistentes
€ muito maior do que o potencial de deterioracdo de isolados termorresistentes
pertencentes a espécies estritamente termofilas, embora estes Udltimos sejam

frequentemente encontrados em alimentos e ndo associados com a sua deterioragao.
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As bactérias formadoras de esporos altamente resistentes ao calor, que produziram
esporos sobreviventes 125°C durante 30 min, foram encontrados entre mesofilos, bem
como entre os isolados termdéfilos. De acordo com (Lucking et al., 2013) as bactérias
aerdbias formadoras de esporos altamente resistente ao calor sdo um problema para a

qualidade de alimentos, mais do que uma questao de seguranca alimentar.

Com base nos trabalhos anteriormente referidos foi implementado o estudo das matrizes
de chocolate do projeto CHOCOBITS em avaliacao neste trabalho validando assim a sua

utilizacéo pela Frulact
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2 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo encontram-se descritos os procedimentos desde a recolha da
amostra até a sua analise que permitiram a caracterizacao microbiolégica das matrizes em

estudo de chocolate e das matérias-primas.

2.1 Recolha da amostra

A recolha de amostra de chocolate foi sempre feita na Frulact, ao longo da etapa de
processamento. Este processamento consistia numa simulacdo de esterilizagdo do
chocolate recorrendo a adicdo de agua com vista ao aumento da eficiéncia do processo

térmico de estabilizacdo do chocolate.

Neste sentido, apos a colocagéo do chocolate, de acordo com a formulacdo pretendida no
equipamento piloto da empresa, o sistema com aquecimento € iniciado e adicionada agua

na percentagem correspondente a formulacao pretendida a 90 °C.

Neste momento eram retiradas as amostras correspondentes ao tempo (t) zero, para

frascos estéreis. Esta recolha foi efetuada num ambiente néo estéril.

Ap0s o sistema atingir a temperatura (T) de 130 °C foi iniciada a contagem do tempo para

recolha de amostras aos 15 min e 30 min.

A recolha destas amostras, foi efetuada para os frascos estéreis, a chama e com libertacao
de vapor de agua do sistema, de forma a ter o meio envolvente o mais estéril possivel

durante a recolha.

No final dos 30 minutos foi iniciada a evaporacdo com pressdo de -0,9bar durante 20
minutos e recolhida a Gltima amostra (placa de chocolate), para frascos estéreis, mas sem

condicBes de assepsia durante a recolha.

2.2 Preparacao da amostra para analises microbioldgicas

33



A preparacdo das amostras analisadas, foi efetuada de acordo com a Norma Portuguesa
(NP) 1829:1982, por pesagem assética de 10g de chocolate e respetiva diluicdo até 100g

com Peptona sal (PS) (Merck, Darmstadt, Germany).

As diluices décimais usadas nas andlises foram efetuadas com PS (Merck, Darmstadt,
Germany), de acordo com a norma International Organization for Standardization (1ISO)
6887-1:1999.

2.3 Calculos e resultados

Todos os calculos e respetiva apresentacdo de resultados finais relativamente a
gquantificacdo de microrganismos nas amostras de chocolate, foram efetuados de acordo
com a norma ISO 7218:2007/Amd.1:2013, Microbiology of food and animal feeding stuffs
— General requirements and guidance for microbiological examinations AMENDMENT 1,

e com as normas especificas para o para@metro em questao, sempre que necessario.

2.4 Contagem de microrganismos totais a 30°C

A partir da suspensdo mae (preparada a partir da amostra, segundo descrito no ponto 2.2),
foram preparadas diluicdes decimais sucessivas, tendo a quantificacéo sido realizada por
inoculacdo em meio Plate count agar (PCA) (Merck, Darmstadt, Germany), segundo a
norma 1SO 4833-1:2013.

A incubacéo foi realizada em aerobiose e simultaneamente em anaerobiose, com recurso
a um vaso de anaerobiose (Oxoid) e um kit de anaerobiose (AnaeroGen 2,5L, Thermo
Scientific, Oxoid, Japan).

2.5 Contagem de microrganismos termofilos a 55 °C

A partir da suspensdo mée (preparada da amostra, segundo descrito no ponto 2), foram
preparadas diluicbes decimais sucessivas, tendo a quantificacdo sido realizada por

inoculacdo em meio PCA (Merck, Darmstadt, Germany), segundo a norma NP 463:1984.
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A incubacdo a 55+1°C (Memmert BE500) foi realizada em aerobiose e simultaneamente
em anaerobiose, com recurso a um vaso de anaerobiose (Oxoid) e um kit de anaerobiose

(AnaeroGen 2,5L, Thermo Scientific, Oxoid, Japan).

2.6 Contagem de fungos osmofilicos

A contagem de fungos osmofilicos, foi realizada com as mesmas amostras de chocolate

descritas anteriormente.

A partir da suspensdo mae, foram preparadas diluicdes decimais sucessivas, tendo a
guantificacdo sido realizada adaptando o descrito na norma ISO 21527-1/2:2008, por
inoculagdo em meio osmofilico (MOS) com a seguinte composi¢éo para 1000 mL (Frutose
60 g, extrato de levedura 5 g e Agar 15 g, com pH7, e posterior esterilizacdo em autoclave
a 121 °C durante 15 min) e incubacéo a 25+1 °C (Certomat h, Germany). O meio MOS, foi

usado em substituicdo do meio Dichloran-Glycerol agar (DG18) referido na norma.

2.7 Contagem de esporos de clostridios sulfito-redutores

A suspensao mae foi colocada em banho de agua, para inativacdo das formas vegetativas

durante 10 min a 80 °C, seguido de um arrefecimento imediato em banho de gelo.

A partir da suspensdo méae foram preparadas diluicdes decimais sucessivas, tendo a
guantificacéo sido realizada segundo a norma NP 2262:1986, por inoculacdo em meio
Tryptone Sulfite Cycloserine Agar (TSCE) (Biokar, Beauvais, France) e incubacdo a
37+1°C (Binder, Germany)

A contagem foi realizada segundo a norma usada, a partir das colonias tipicas

desenvolvidas.

2.8 Contagem de esporos a 30 °C e 55 °C

A suspensdo mae foi colocada em banho de 4gua, para inativacdo das formas vegetativas

durante 10 min a 80 °C, no final foram arrefecidas em banho de gelo.
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A partir da suspensao mae, foram preparadas diluicdes decimais sucessivas, e inoculadas
em meio PCA (Merck, Darmstadt, Germany), durante 48 horas na estufa a 30 °C (Sanyo
Incubator, USA) e 55 °C (Memmert BE500).

2.9 Producao de esporos de Geobacillus stearothermophilus para

iInoculagéo em chocolate

Foram produzidos esporos de Geobacillus stearothermophilus, para posterior inoculagéo
em amostras de chocolate previamente esterilizadas em autoclave (Raypa sterilclav-28),
durante 15 min a 121 °C.

A producéo de esporos de Geobacillus stearothermophilus, foi realizada segundo descrito
por (Dlugokenski et al., 2011).

Os esporos produzidos foram inoculados em meio de esporulagdo (MESP) com a seguinte
composicao para 1000 mL (Peptona 3 g, Triptona 5 g, extrato de carne 3 g, extrato de
levedura 5 g, MnS044H,0 0,05 g, MgS0.2H,0 0,05 g, C.Cl,2H,0 0,05 g, KHPO4 0,05 g,
Agar 16 g, com pH7,2, e posterior esterilizagdo em autoclave a 121 °C durante 15 min), a
57 °C em placas de 120 mm (100 pL, 200 pL, 300 pL) até 10 dias.

2.10 Resisténcia térmica dos esporos de Geobacillus em chocolate

Ap6s a produgdo e quantificagdo dos esporos de Geobacillus, foi preparada uma

suspensdo, para posterior inoculagdo em diferentes amostras de chocolate.

A amostra de chocolate foi colocada a 44 °C (SalvisLab, Switzerland) durante 2/3 horas,
para este ficar liquido. Posteriormente foi distribuido em garrafas de diluicdo e

acrescentada H>O de acordo com a percentagem desejada em cada formulacéo.

As amostras foram esterilizadas, durante 15 min a 121 °C em autoclave de bancada (Raypa

sterilclav-28).
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Apbs a esterilizacdo, foram inoculados os esporos nas amostras (100 pL, 2,0¥108 ufc/mL).
Estas amostras foram novamente colocadas na autoclave (Raypa sterilclav-28), durante 4
min a 121 °C.

Simultaneamente foram inoculados esporos em amostras iguais as anteriores, mas sem

tratamento térmico, agitando de forma a homogeneizar a amostra e 0S esporos.

Posteriormente foram efetuadas diluigbes decimais em PS (Merck, Darmstadt, Germany),
e inoculadas em PCA (Merck, Darmstadt, Germany), durante 48 h a 57 °C (Memmert
BE5S00).

No final foram efetuadas as contagens e calculos, para verificar a eficiéncia do tratamento
térmico nas diferentes formulacdes, comparando com as amostras iguais, mas sem o

tratamento térmico.

2.11 Identificacdo e caracterizacéo fenotipica dos isolados

Foram efetuados, para identificacdo fenotipica das espécies de esporos isolados, a
coloracao de Gram, teste de catalase e galerias bioquimicas. A utilizacdo das galerias foi
efetuada de acordo com o descrito pelo fabricante, inoculando a cultura num padrédo
McFarland 0,5, para BBL Crystal™ Identification Systems Gram-Positive ID Kit, BBL
Crystal™ Identification Systems Enteric/Nonfermenter ID Kit e API® 50 CH — Performance
of carbohydrate metabolism tests. Foram ainda realizados testes complementares, como

testes de crescimento em NaCl e teste de nitratos.

Na caraterizagdo dos isolados em termos de potencial deteriorativo, foi determinada a
atividade lipolitica segundo a metodologia descrita por (G. Kouker, 1987), e a atividade
proteolitica seguindo a metodologia descrita por (Saran, Isar, & Saxena, 2007), a produgéo
de amilase e de lecitinase. Foram determinadas segundo as metodologias descritas por
(Candy, 2009) e (Chakraborty, 2011). Os métodos utilizados foram os descritos nos artigos
referidos a 6 °C e 37 °C.

2.12 Outros ensaios realizados

Para além da caracterizagdo anteriormente descrita, foram realizadas outras analises

complementares ao estudo noutras amostras de chocolate, tais como: a contagem de
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microrganismos psicrotréficos em anaerobiose e aerobiose, Enterobacteriaceae, E. coli,
Staphylococcus coagulase positiva e pesquisa de Salmonella. Estas analises foram
realizadas na Unidade de Microbiologia Aplicada (UMA), laboratério com acreditacéo IPAC

n°L0359, segundo métodos normalizados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaios microbiolégicos e resultados obtidos das amostras de

matérias-primas e chocolate produzido pela Frulact

De acordo com o Regulamento (CE) N° 2073/2005, o cacau e produtos de chocolate, em
condigcbes normais ndo exigem testes regulares. Estes produtos estdo incluidos nos
alimentos prontos para consumo nao suscetiveis de permitir o crescimento de L.

monocytogenes, que tem como limite 100 ufc/g.

Neste trabalho, foram analisadas 12 amostras de matéria-prima e chocolate produzido e
sujeito a diferentes tratamentos pela Frulact, em diferentes parametros microbiolégicos

apresentados na Tabela 1. Os codigos usados nas amostras, foram fornecidos pela Frulact.

Estas analises, permitiram verificar a presenca e quantificagdo de alguns microrganismos,
com importancia na producéo e utilizagcdo do chocolate. O chocolate produzido pela Frulact,
tem como objetivo a posterior incorporagdo em produtos lacteos, como o iogurte ou

sobremesas com base de leite em forma de stracciatella.

Os resultados obtidos, permitem verificar que na maioria das amostras, a flora microbiana
presente raramente ultrapassa os 102 ufc/g em microrganismos totais e termofilos, no caso

dos esporos os valores raramente foram inferiores a 102 ufc/g.

Relativamente as matérias-primas, os valores obtidos na quantificacdo de esporos séo
inferiores aos obtidos no chocolate, exceto na de massa cacau lascada. Este facto pode
ser explicado por um maior contacto do produto com equipamentos, 0 ar € com 0S

manipuladores.

A amostra CHOCO 25 também apresentou valores de esporos superiores, uma vez que

esta amostra foi retirada do equipamento sem o tratamento térmico completo.

A quantificagcdo de Salmonella, efetuada as amostras CHOCO 1 e CHOCO 3 permitiu
verificar gue em ambas o resultado foi ausente em 25 g, como descrito por (Garcia, 2003),

gue refere que as matérias-primas nao sdao uma fonte de contaminacdo, e que a sua
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presenca, pode indicar condi¢cdes de higiene insuficientes durante o processo, desde a

colheita até a producado do chocolate.
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AMOSTRA DATA A B C D E F G H | J K L M N
(UFC/G) (UFCIG) (UFCIG)
(UFCIG) (UFC/G) (UFCIG) (UFCIG) (UFCIG) (UFC/G) (UFC/G) PRESENCA (UFCIG) (UFCIG) (UFCIG)
(25 G)
CHOCO 1 20/10/15 1,5 x 10? Ne=7,0 x 10 <10 <10 Ne=8,2x10  Ne=9,1x10 Presente <10 <10 <10 Ausente <1 Presente
(3,0 x 10? (2,0x10
ufc/g) ufc/g)
CHOCO 3 20/10/15 Ne=7,0 x 10 <10 <10 <10 <10 <10 <100 <10 <10 <10 Ausente <1 <10
CHOCO 5 18/11/15 2,6 x 10? Presente - - Ne=7,0 x 10 Ne=6,0 x 10 Presente - -—- - - Presente<4 Ne=7,0 x 10 Presente
(3,0x 10 (2,0 x 10? (1 ufc/g) (3,0x10
ufc/g) ufc/g) ufc/g)
CHOCO 6 18/11/15 <10 <10 - - <10 <10 <100 Presente<4 Presente <10
(2 ufc /g) (2,0x10
ufc/g)
CHOCO7 18/11/15 Ne=4,0 x 10 Presente - - 1,5 x 10? Ne=7,0 x 10 Presente - - - - <1 Ne=4,0 x 10 Ne=6,4 x 10
(3,0x10 (4,0 x 10?
ufc/g) ufc/g)
CHOCO 8 18/11/15 Ne=1,0 x 10? Presente 1,2 x 102 Ne=7,0 x 10 <100 1,1x10 2,5 x 10? 2,1x10?
(2,0x 10
ufc/g)
CHOCO 25 09/12/15 9,3 x 10? <10 5,2 x 102 Ne=9,0 x 10 <100 <1 1,7 x 108 Ne=5,0 x 10
CHOCO 26 09/12/15 <10 <10 - - <10 <10 Presente <1 Presente <10
(1,0 x 10? (2,0x 10
ufc/g) ufc/g)
CHOCO 27 09/12/15 <10 <10 <10 <10 <100 <1 <10 <10
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MANTEIGA 21/01/16 Presente <10 <10 <10 <1 <10 <10
CACAU EMB. 1
(30x10
ufc/g)
MANTEIGA 21/01/16 <10 <10 <10 <10 <1 <10 <10
CACAU EMB. 1
MASSA CACAU | 21/01/16 1,3x10° 1,0x10° 1,2x 103 1,6 x 103 N.=6,0 7,0 x 102 1,7x103
LASCADA
Tabela 1 - Resultados microbiolégicos obtidos
Legenda:

A - Contagem Microrganismos totais a 30°C (aerobiose); B - Contagem Microrganismos totais a 30°C (anaerobiose); C — Contagem Microrganismos psicrotroficos (aerobiose); D — Contagem Microrganismos
psicrotroficos (anaerobiose); E — Contagem Microrganismos Termofilos (55 °C, aerobiose); F — Contagem Microrganismos Termofilos (55 °C, anaerobiose); G — Contagem Fungos osmofilicos; H — Contagem
Enterobacteriaceae; | — Contagem E. coli; J — Contagem de Staphylococcus coag. +; K — Pesquisa de Salmonella; L — Contagem de esporos de clostridios sulfito-redutores; M — Contagem de esporos a 30 °C; N —
Contagem de esporos a 55 °C.
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A quantificacdo de fungos osmofilicos, permitiu verificar apenas a sua presenca em niveis
de aproximadamente 102 ufc/g em algumas das amostras com tratamento térmico. Na
producao de chocolate, a presenca de fungos osmofilicos verifica-se durante as primeiras
horas de fermentacéo (Ardhana & Fleet, 2003), sendo reduzidos para concentracdes nao
detetaveis ap6s 24-36 horas. A sua presenca hos hiveis encontrados sugere uma
contaminacdo ambiental do produto em amostras sujeitas a tratamento térmico (amostra
CHOCO 26).

A presenca destes niveis de fungos osmofilicos no produto final, pode ser resultado do
local onde esta a ser processado o chocolate, uma vez que o principal produto processado
nesta unidade sé&o frutas, o que pode levar a uma contaminagéo através do ambiente e dos

eguipamentos usados.

A gquantificagdo de esporos nas amostras, foi efetuada a 30 °C e 55 °C, para pesquisa e
guantificacdo de espécies esporulantes mesofilicas e termofilicas. A presenca destes
microrganismos nas amostras pode ser importante, uma vez que estes microrganismos
podem ser patogénicos ou causadores de degradacdo das carateristicas do proprio
produto. Os resultados obtidos permitiram verificar que na mesma amostra nao existiu uma

diferenca significativa na contagem a 30 °C e a 55 °C.

A presenca de microrganismos formadores de esporos, em todo o processo de producao
do chocolate esta descrito em (Ardhana & Fleet, 2003), 0 que veio a comprovar-se neste
estudo, uma vez que foram detetados esporos bacterianos em todas as amostras de
matéria-prima e chocolate. A analise, mostra que a maioria das estirpes isoladas cresceram

a 55 °C, o que também vem de acordo com o descrito no estudo referido.

Dentro do conjunto de amostras analisadas existiram algumas diferengas, principalmente
entre as matérias-primas e o produto final, 0 que pode indicar que esta contaminagéo
ocorreu durante o processamento. De acordo com (Lucking et al., 2013) a presenca de
bactérias formadoras de esporos, no processamento pode ser preocupante, principalmente
devido ao desconhecimento das suas capacidades termorresistentes, capacidade de

deterioracdo e potencial toxico, uma vez que sdo contaminantes importantes.

A presenca de bactérias formadoras de esporos resistentes ao calor, foi descrito (Lucking
et al., 2013) como um problema para a qualidade do produto, mais do que para a seguranca

alimentar.
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No entanto existem relatos que a presenca de estirpes como B. cereus podem provocar
toxinfecdes alimentares. Estirpes isoladas de B. pumilus foram reportadas (From,
Hormazabal, & Granum, 2007) como causadora de toxinfecfes alimentares, causada pela
producdo de uma toxina em arroz cozinhado, mesmo em temperaturas baixas (15°C).
Outras estirpes como B. licheniformis, foram relacionadas com toxinfecdes alimentares
resultantes da producdo de toxinas em leite cru e alimentos para bebés produzidos

industrialmente (Salkinoja-Salonen et al., 1999).

Considerando o limite de detecdo do método pode dizer-se que os resultados obtidos
permitem garantir que o chocolate tratado termicamente a 121°C durante 4 min tem menos
de 10 ufc/g.

3.2 Caracterizacéo das espécies isoladas

Ap6s a quantificacdo dos microrganismos presentes nas amostras, efetuou-se o
isolamento das espécies produtoras de esporos e respetiva identificacédo fenotipica. Esta
identificacdo foi realizada com galerias bioquimicas, tendo sido realizados ensaios
biogquimicos posteriores para verificar a atividade proteolitica, amilolitica, lipolitica e de

producao de lecitinase das estirpes presentes nas amostras.
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Tabela 2 - Identificagdo dos isolados

ATIVIDADE  ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE
PROTEOLIC
A LIPOLITIC AMILOLITICA LECITINASE
A
ESTIRPE 48h 6°C 48h 6°C 48h 6°C 48h 6°C
37°C  7dia 37° 7dia 37°C 7dias 37°C 7dias
] C s

ISOLADO CHO1 (Bacillus pumilus) + - + - + - - -
ISOLADO CHO2 (Bacillus pumilus) + - + - + = o -
ISOLADO CHO3 (Bacillus megaterium) - - - - - - - -
ISOLADO CHO4 (Bacillus lentus) - - - - + - o -
ISOLADO CHOS5 (Bacillus subtilis) - - + - + - + -
ISOLADO CHOG6 (Bacillus megaterium) - - - - S S - -
ISOLADO CHO?7 (Bacillus subtilis) - - - - + - + -
ISOLADO CHOS8 (Paenibacillus polymyxa) = > - - + s T -
ISOLADO CHOS9 (Bacillus subtilis) + - - - + - + -
ISOLADO CHO10 (Bacillus + - - - + - + o
amyloliquefaciens)
ISOLADO CHO11 (Bacillus licheniformis) + - - - + - + -
ISOLADO CHO12 (Bacillus licheniformis) + - + - + s o -
ISOLADO CHO13 (Brevibacillus + - - - - - - R
laterosporus)
ISOLADO CHO14 (Brevibacillus non + - - - + = + -
REACTIVE)

Os resultados obtidos, apresentam-se na Tabela 2 documentados.

Verificou-se que as estirpes mais frequentemente isoladas foram B. subtilis, B. pumilus, B.

megaterium e B. licheniformis.

Ap0s a identificacdo das estirpes e confirmagdo de Gram (+), as estirpes foram testadas a

37 °C durante 48 h e a 6 °C durante 7 dias para verificar a sua atividade proteolitica,

amilolitica, lipolitica e de lecitinase.
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Verificou-se que a 6 °C nenhuma das estirpes apresentou atividade proteolitica, amiolitica,
lipolitica, lecitinase durante o tempo de incubacao realizado. E que a 37 °C algumas das
estirpes tiveram atividade proteolitica (57%), lipolitica (29%), amilolitica (71%) e de

lecitinase (50%).

A presenca de estirpes com atividade proteolitica, lipolitica, amilolitica e de lecitinase, pode
afetar de forma relevante a qualidade do produto, uma vez que podem levar a degradacao
do produto. Estes esporos podem ser um dos principais problemas da contaminacao das
amostras, alterando de forma significativa a qualidade, mesmo que ndo sejam prejudiciais

para a saude do consumidor.

As estirpes isoladas, foram principalmente do género Bacillus. A presenca de esporos
desta espécie em chocolate, foi ja descrita noutros estudos (Licking et al., 2013), que
referem também, que as estirpes tiveram capacidade de voltar a crescer, apds serem

colocadas em temperaturas de 13°C.

Este fendbmeno dever ser tido em considera¢do ao longo do estudo, uma vez que o
chocolate produzido sera incorporado em produtos refrigerados, o que em amostras com
contaminacado inicial consideravel, pode despoletar novamente crescimento, quando

retirados da temperatura de conservagdo, ou em caso de abusos de temperatura.

Mesmo sem ser isolada nenhuma estirpe de B. cereus, a sua potencial presenga no
chocolate ndo pode ser ignorada, devido a sua toxicidade, uma vez que a presenca desta
espécie pode causar dois tipos de doenca, dependendo da estirpe presente, estirpes
emeéticas, ou causadora de diarreias (Kumari & Sarkar, 2016).

As quantificacdes das amostras de chocolate analisadas apresentam valores que se
encontram muito longe do valor com que a toxicidade destas estirpes normalmente se

manifesta , na ordem dos 10° ufc/g a 108 ufc/g (Kumari & Sarkar, 2016).

Neste caso serd muito importante que o tratamento térmico do chocolate consiga reduzir
os valores de esporos de Bacillus presentes, pois, segundo (Rajkovic et al., 2008) a toxina
emética do B. cereus pode resistir a condicbes de pH extremos, tratamentos térmicos
severos e com elevada atividade proteolitica, que nao é inativada pelo processamento nem

no trato intestinal.

Como se verificou, todas as amostras possuem esporos, sendo isoladas diferentes

espécies, podendo, no entanto, existirem outras espécies e estirpes presentes.
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3.3 Resisténcia térmica de esporos no chocolate

O teste de resisténcia térmica de esporos no chocolate, foi realizado com uma amostra de
chocolate com 75% de gordura, tendo sido efetuado para verificar a influencia da adi¢ao
de agua numa amostra inoculada com uma solucdo de esporos de Geobacillus
stearothermophilus (foi inoculado um volume de 100 pl, correspondendo a uma

concentracao final de aproximadamente 10’ ufc/g de esporos).
Este ensaio foi realizado durante 4 minutos a 121°C em autoclave.

Este ensaio permitiu verificar a influéncia que a adicao de 4gua tem no efeito do tratamento

térmico. Os resultados obtidos apresentam-se resumidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Resisténcia térmica em chocolate com 75% de gordura

CHOCO75%GORDURA 4MIN121°C  S/TRATAMENTO REDUCAO
(UFCIG) (UFC/G) LOG10
AMOSTRA CHOCOLATE 10G 1,3E+07 1,3E+07 0,03
AMOSTRA CHOCOLATE 9,8G+2%H,0 = 9,9E+06 2 5E+07 0,41
AMOSTRA CHOCOLATE 9,6G+4%H,0 = 8,0E+06 2,0E+07 0,39
AMOSTRA CHOCOLATE 9,4G+6%H,0 = 5,5E+05 2,1E+07 1,57
AMOSTRA DE 10,0G DE H20 1,3E+00 1,1E+07 6,91

Verificou-se que as amostras que sofreram o tratamento térmico, apresentam uma reducao
da quantidade de esporos, com exce¢do da amostra sem adicdo de agua, que nao sofreu

qualquer reducéo.

A Figura 3, mostra de forma gréfica o efeito que o tratamento térmico teve nas amostras

analisadas.
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Log (sobreviventes)
N w IN w o ~

[N

I

amostra amostra amostra amostra Amostra de 10,0g
chocolate 10g chocolate chocolate chocolate de H20
9,8g+2%H20 9,6g+4%H20 9,4g+6%H20

W s/tratamento (ufc/g) 4min1219C (ufc/g)

Figura 3 - Sobreviventes (esporos de Geobacillus stearothermophylus) apoés tratamento térmico a 125 °C
durante 4 min

Neste grafico mostra-se que a adicdo de agua na amostra influencia a eficacia do
tratamento térmico. Este facto pode ser devido a propria matriz do chocolate,
nomeadamente em termos de elevada percentagem de gordura presente e baixa atividade
da agua, o que aumenta a resisténcia térmica dos esporos. No entanto este foi apenas um
ensaio preliminar, jA que os calculos do tempo de reducdo decimal a diferentes
temperaturas, e com adicdo de diferentes quantidades de dgua deverdo ser realizados em
condicdes isotérmicas, o que ndo foi o caso em virtude do elevado tempo de aquecimento

e arrefecimento da autoclave durante os ensaios.

A presencga de esporos termorresistentes em chocolate em pé foi ja descrita (E. De
Clerck, 2004), pelo que a realizacdo de testes com esporos comprovadamente de
resisténcia térmica elevada sdo fundamentais para a validacao do tratamento térmico a

efetuar.

A capacidade de esporos altamente resistentes a tratamentos térmicos severos foi também
descrito por (B. Pettersson, 1996), o que pode ser uma preocupacao para a producao de
um chocolate estéril.
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4 CONCLUSOES

Este trabalho, realizado para caracterizar a flora microbiana em chocolate e verificar a
eficacia do tratamento térmico na reducdo da mesma, permitiu concluir que as amostras
analisadas possuiam uma flora microbiana muito variada, com incidéncia particular na

presenca de esporos bacterianos do género Bacillus.

Verificou-se também que embora a flora microbiana presente nas amostras de chocolate
e matéria-prima fosse inferior a 10° ufc/g, as quantificacdes presentes nas matérias-primas

foram inferiores as presentes nas amostras de chocolate.

O trabalho realizado, permitiu concluir que as amostras analisadas revelaram auséncia de
Salmonella (em 25g de chocolate) para Salmonella, e que os critérios microbiolégicos

estavam de acordo com os exigidos pelo Regulamento (CE) N°2073/2005.

Concluiu-se ainda que a presenca de fungos osmofilicos nas amostras analisadas podem
ser resultado de contaminagdo durante a produgdo na empresa, jA que ndo seria de
esperar a presenca de fungos no produto final, em particular, apds a realizacdo do

tratamento térmico.

Relativamente a pesquisa de esporos, todas as amostras possuiam uma determinada
quantidade de esporos, e que estes eram principalmente termdfilos e muitos deles com
atividade proteolitica, lipolitica, amilolitica e de lecitinase. Sendo por isso de alertar que
esta situacdo pode ser um constrangimento para a qualidade do produto final, j& que a
insercao deste chocolate em matrizes com uma atividade de agua elevada, como é o caso

de alguns produtos lateos, podera colocar em risco a qualidade do produto.

Note-se que a presenca de esporos nas amostras, pode ainda ser causadora de problemas
de saude para os consumidores, pois muitas das estirpes séo potenciais produtoras de

toxinas, que podem levar a estados de doenca.

Com este trabalho, foi também possivel perceber que em amostras ja contaminadas com
esporos, a sua eliminacdo é dificultada pelas carateristicas do produto, sendo altamente

resistentes aos tratamentos térmicos.
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No entanto, verificou-se que as amostras com adi¢cao de agua obtiveram maior reducédo de
esporos de Geobacillus stearothermophylus que a amostra sé com chocolate, e que a

amostra com 6% de agua foi a que teve uma maior reducéo.

Em suma, o trabalho realizado permitiu retirar conclusbes importantes para o

desenvolvimento do produto final.

Sera, no entanto, necessario em futuros ensaios, verificar como surge a contaminagéo com
fungos, e porque aumentam as quantificagbes de esporos nas amostras de chocolate,
analisado também os equipamentos e local onde sédo produzidas as amostras, por forma a
evitar eventuais contaminac¢des cruzadas, particularmente em etapas apds o tratamento

térmico.

Recomenda-se ainda uma continuidade do estudo no sentido de avaliar o comportamento
do chocolate, quando incorporado em iogurte, um alimento com condi¢des adversas para
0S microrganismos, uma vez que tem um pH baixo e com temperaturas de conservacédo de
refrigeracdo, e particularmente em relagdo ao crescimento de estirpes esporulantes
potencialmente deterioradoras. Neste sentido a validagdo da eficiéncia do tratamento
térmico, na reducdo da flora microbiana presente, e muito em particular, na reducao
adequada da concentracdo de esporos presentes devera ser realizada através de estudos

adicionais.
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Choco75%gordura

4minl21°C

4minl21°C

4minl21°C

Tabela 4 - Resultados obtidos no teste de resisténcia térmica

Controlos

E/,CA';A\B; cD NEGATIVO
FF))/IC:';AG;H;I NEGATIVO
FF))/CE';AK;L;M NEGATIVO
K 55°C <1

K 30°C <1

K ESP 30°C <1

K ESP55°C <1

L 55°C <1

L 30°C <1

L ESP 30°C <1

L ESP55°C <1

M 55°C <1

M 30°C <1

M ESP 30°C <1

M ESP55°C <1

30/12/2015
A F
amostra chocolate 10g/garrafa s/tratamento
cl dl c2 d2 Resultado cl dl c2 d2 Resultado
119 5 19 6 | 13e+07 | 120 5 10 6| 126407
131 -5 11 -6 1,3E+07 172 -5 14 -6 1,7E+07
109 -5 10 -6 1,1E+07 117 -5 12 -6 1,2E+07
Resultado ufc/g| 1,3E+07 Resultado ufc/g| 1,3E+07
B G
amostra chocolate 9,8g+0,2gH20/garrafa s/tratamento
cl dl c2 d2 Resultado cl dl c2 d2 Resultado
86 -5 10 -6 8,7E+06 246 -5 19 -6 2,4E+07
99 -5 11 -6 1,0E+07 269 -5 26 -6 2,7E+07
110 -5 12 -6 1,1E+07 257 -5 23 -6 2,5E+07
Resultado ufc/g| 9,9E+06 Resultado ufc/g| 2,5E+07
C H
amostra chocolate 9,6g+0,4gH20/garrafa s/tratamento
cl di c2 d2 Resultado cl di c2 d2 Resultado
76 -5 8 -6 7,6E+06 210 -5 26 -6 2,1E+07
89 -5 8 -6 8,8E+06 194 -5 18 -6 1,9E+07
85 -5 7 -6 8,4E+06 186 -5 18 -6 1,9E+07
Resultado ufc/g| 8,0E+06 Resultado ufc/g| 2,0E+07
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4minl21°C

4minl21°C

D

amostra chocolate 9,4g+0,6gH20/garrafa s/tratamento
cl dl c2 d2 Resultado cl dl c2 d2 Resultado
45 -4 5 -3 4,5E+05 200 -5 17 -6 2,0E+07
99 -4 3 -3 9,3E+05 214 -5 22 -6 2,1E+07
66 -4 5 -3 6,5E+05 209 -5 19 -5 2,1E+07
Resultado ufc/g | 5,5E+05 Resultado ufc/g| 2,1E+07
E J
Amostra de 10,0g de H20 s/tratamento
cl dl c2 d2 Resultado cl dl c2 d2 Resultado
0 0 -1 1,0E+00 102 -5 9 -6 1,0E+07
0 0 -1 1,0E+00 120 -5 10 -6 1,2E+07
2 0 0 -1 2,0E+00 111 -5 9 -6 1,1E+07
Resultado ufc/g | 1,3E+00 Resultado ufc/g| 1,1E+07
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