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Pesquisa de enterobactérias em chocolates
Detection of enterobacteria in chocolates
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RESUMO

O chocolate é um dos produtos responsaveis pelos maiores surtos de salmonelose em humanos, contudo
pouco se sabe sobre a presenca de agentes enteropatogénicos em chocolate produzido no Brasil. Neste
contexto, este trabalho pesquisou a presenga de enterobactérias totais, coliformes, Escherichia coli e
Salmonella em 65 amostras de chocolate (22 ao leite, 22 branco, 17 meio amargo e 4 em p6) comercializadas
em Campinas/SP. As amostras apresentaram valores médios de pH entre 5,8 e 7,5 e atividade de dgua entre
0,31 e 0,59. Nao foram isolados coliformes termotolerantes, E. coli e Salmonella nas amostras analisadas.
Porém, enterobactérias totais foram detectadas em 22,7% das amostras de chocolate ao leite e branco e
em 11,7% das amostras de chocolate meio amargo. Os coliformes totais foram isolados, respectivamente,
em 13,6% e 4,5% das amostras de chocolate ao leite e branco. Enterobactérias totais e coliformes nio
foram detectados nas amostras de chocolate em pd. A contaminagdo encontrada reforca a necessidade
de implementacao de rigoroso programa de boas praticas de fabricagdo pelas industrias processadoras de
chocolate para garantir a seguranca microbiologica dos produtos manufaturados.
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ABSTRACT

Chocolate is one product responsible for causing major outbreaks of salmonellosis in humans, although
little is known about the presence of enteropathogens in chocolate produced in Brazil. In this context,
the present study investigated the occurrence of total enterobacteria, coliforms, Escherichia coli and
Salmonella in 65 samples of chocolate (22 milk chocolate, 22 white chocolate, 17 dark chocolate and 4
chocolate powder) marketed in Campinas/SP. The samples showed mean values of pH from 5.8 to 7.5 and
water activity from 0.31 to 0.59. No fecal coliform, E. coli and Salmonella were isolated from the analyzed
samples. Nevertheless, total enterobacteria were detected in 22.7% of milk and white chocolate and in
11.7% of dark chocolate samples. Total coliforms were isolated from 13.6% and 4.5% of milk and white
chocolate samples, respectively. Neither total enterobacteria nor total coliforms were detected in chocolate
powder samples. These findings reinforce the need for implanting a strict program of good manufacturing
practices for chocolate processing to ensure the microbiological safety of these products.
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INTRODUCAO

O chocolate ¢ um produto a base de cacau muito
apreciado e amplamente consumido em todo o mundo,
especialmente por criangas. Em 2007, a produgdo mundial
de chocolate ultrapassou os 4 bilhdes de toneladas, sendo
os seis maiores produtores Estados Unidos, Alemanha,
Reino Unido, Brasil, Franca e Itdlia'.

A qualidade do  chocolate  depende
primordialmente da qualidade do cacau, de sua
composi¢do fisico-quimica e caracteristicas sensoriais.
Sob o aspecto de satide publica, os micro-organismos que
podem afetar adversamente a qualidade do chocolate sdo
os enteropatdgenos, como Salmonella.

A Uniao Europeia® destaca o chocolate entre os
produtos responsaveis pelos maiores surtos de salmonelose
em humanos. No Brasil, entre 1999 e 2007, foram
reportados 13 surtos de doengas de origem alimentar
relacionadas ao consumo de chocolate, totalizando 122
casos, sem registro de dbito. Desses, 2 tiveram seu agente
etiologico identificado como Salmonella e envolveram 29
pessoas’.

A baixa atividade de agua (0,3 a 0,5) e o alto
teor de gordura (50%) no chocolate dificultam a
multiplicagdo de enteropatégenos. Contudo, a0 mesmo
tempo, propiciam o aumento da resisténcia térmica*’ e
podem contribuir para a redu¢ao da dose infectante do
patogeno. No caso de Salmonella, a literatura reporta
doses de 1,1 a 2,8 UFC/g".

As matérias-primas a base de cacau nao sido os
unicos ingredientes que podem introduzir Salmonella
no chocolate. Entretanto, de acordo com Cordier’,
as améndoas de cacau seriam a principal fonte de
contaminagdo de Salmonella para esse tipo de produto.
A International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF)® considera essencial
a verificagdo rotineira da presenca deste patdégeno nos
ingredientes derivados do cacau. Quando esta pratica
ndo for possivel, andlises de Enterobacteriaceae totais
e coliformes podem fornecer informagdes sobre as
condig¢des higiénico-sanitérias dos produtos e processos.
Esses micro-organismos sio amplamente utilizados na
industria de alimentos como indicadores de higiene de
processo e podem ser monitorados em paralelo para
verificar as condigdes gerais de eficacia.

Apesar do conhecimento da atuagio de
Salmonella como agente etiologico de doengas de origem
alimentar transmitidas por chocolate, pouco se sabe

sobre a presenca desse patdgeno e outras enterobactérias
em chocolate produzido no Brasil. Portanto, o objetivo
deste estudo foi pesquisar a ocorréncia de enterobactérias
totais, coliformes, Escherichia coli e Salmonella em
chocolates comercializados em Campinas/SP.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisadas 65 amostras de chocolates de
19 marcas comerciais diferentes, sendo 22 amostras de
chocolate ao leite, 22 de chocolate branco, 17 de chocolate
meio amargo e 4 de chocolate em p6. As amostras foram
coletadas no comércio varejista de Campinas/SP entre
agosto de 2009 e julho de 2010.

Analises Microbiologicas

As andlises microbiologicas foram realizadas
segundo metodologia da Food and Drug Administration’.

Para contagem de enterobactérias, foi utilizado
agar Vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG), com
incubagdo a 35 °C por 24 horas. Os resultados foram
expressos em logaritmo de unidade formadora de colonia
por grama (log UFC/g), e o limite de detec¢ao do método
foi de 1,0 log UFC/g.

Para coliformes totais, termotolerantes e
Escherichia coli, o teste presuntivo foi realizado em Lauril
Sulfato Triptose. A confirmagdo de coliformes totais foi
feita em caldo Verde Brilhante Bile, com incubagdo a 35 °C
por 48 horas. Para coliformes termotolerantes, foi utilizado
caldo EC incubado em banho-maria a 44,5 °C por 24
horas. A confirmacdo de Escherichia coli foi realizada a
partir dos tubos de Caldo EC positivos (com produgio de
gas), utilizando o Agar Eosina Azul de Metileno (EMB),
e posteriormente as provas bioquimicas de indol, Voges-
Proskauer, Vermelho de Metila e citrato. Os resultados
foram expressos em logaritmo de niumero mais provavel
por grama (log NMP/g), e o limite de detecgdo foi de 0,48
log NMP/g.

Para pesquisa de Salmonella, foi realizado pré-
enriquecimento em leite em p6 desnatado reconstituido
a 10%, suplementado com verde brilhante. Para o
enriquecimento seletivo, foram empregados os caldos
Rappaport-Vassiliadis (RV) e Tetrationato (TT), e para a
etapa de plaqueamento os agares Sulfito de Bismuto (BS),
Entérico de Hecktoen (HE) e Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD). A confirmagdo bioquimica foi realizada
utilizando-se primeiramente Agar Triplice Agticar Ferro
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inclinado (TSI) e Agar Lisina Ferro inclinado (LIA).
As coldnias que apresentaram reagdes tipicas em um
ou ambos os testes foram submetidas a confirmacio
sorologica e provas bioquimicas complementares (Teste
de Urease, Vogues-Proskauer, Indol e -galactosidase).
Os resultados foram expressos como presenca ou
auséncia em 25 g de produto.

Analises fisico-quimicas

As amostras foram submetidas a andlises fisico-
quimicas de determinagdo de pH e atividade de agua.
Para a andlise de pH, 10 g das amostras foram triturados
e adicionados a 100 mL de dgua deionizada. Em seguida,
as amostras foram homogeneizadas por 20 minutos em
misturador, e a leitura foi feita em pHmetro calibrado®.

A atividade de dgua de cada amostra foi
determinada em duplicata, com o auxilio de um
higrometro (Aqua Lab 3TE, Braseq, Brasil). As amostras
foram maceradas, levadas a estufa de 25 °C para
estabilizagdo da temperatura e, entdo, submetidas a
leitura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra os resultados médios referentes
a determinagdo do pH e da atividade de agua de 65
amostras de chocolate de 19 diferentes marcas coletadas
no varejo de Campinas/SP. As amostras de chocolate
ao leite apresentaram atividade de dgua média de 0,44
e pH de 6,5. No chocolate branco, foram verificados
atividade de agua de 0,44 e pH de 6,7. Para o chocolate
meio amargo, foram obtidos atividade de dgua de 0,42 e
pH de 6,1. A atividade de dgua das amostras de chocolate
em po foi de 0,49, com pH de 7,1, valores ligeiramente
superiores aos observados para as amostras em barra.

Tabela 1. Determinagdo de pH e atividade de dgua em chocolates
comercializados em Campinas/SP

Produto pH* Atividade de dgua*
Chocolate ao leite 6,5+ 0,2 0,44 + 0,07
Chocolate meio amargo 6,1 + 0,4 0,42 + 0,07
Chocolate branco 6,7 £ 0,1 0,44 + 0,06
Chocolate em po 7,1£0,2 0,49 + 0,04

* Média + desvio padrao.

A baixa atividade de agua (< 0,60) induz
consumidores e industrias a considerarem o chocolate
um produto de baixo risco microbioldgico. Contudo,
apesar de limitar o desenvolvimento microbiano, esta
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condi¢do ndo impede a sobrevivéncia de bactérias no
produto'’.

Existem escassos relatos na literatura sobre a
contaminagdo de chocolate por membros da familia
Enterobacteriaceae, como coliformes e Salmonella. Torres-
Vitela et al." realizaram no México um estudo no qual
foram analisadas 44 amostras de chocolates embalados
e 56 de chocolates ndo embalados quanto a presenca de
Salmonella e coliformes. O estudo revelou a presenca
de coliformes em 30% das amostras, e Salmonella em
duas amostras de chocolate embalado. Barrera et al.”
analisaram 30 amostras de chocolate comercializado
na Espanha. Nao detectaram Salmonella, porém duas
amostras (6,7%) apresentaram E. coli.

Neste estudo, nenhuma das 65 amostras analisadas
apresentou contaminagao por coliformes termotolerantes,
E. coli e Salmonella, estando, portanto, de acordo com
a legislacao vigente'. Porém, apesar da auséncia de
Salmonella, as amostras apresentaram contaminagao por
enterobactérias totais e coliformes totais. Cinco (22,7%)
das 22 amostras de chocolate ao leite apresentaram
enterobactérias totais, com contagem média de 1,7 log
UFC/g e maxima de 3,6 log UFC/g, e 13,6% (3/22) das
amostras continham coliformes totais (1,1 log NMP/g).
As amostras de chocolate branco apresentaram o mesmo
percentual de contaminagao que o chocolate ao leite por
enterobactérias (22,7%), com contagem média de 1,2
log UFC/g; com relagdo aos coliformes totais, apenas 1
amostra (4,5%) apresentou contagem acima do limite
de detecgdo do método (0,6 log NMP/g). Dentre as 17
amostras de chocolate meio amargo analisadas, 2 (11,7%)
apresentaram contaminagio por enterobactérias (1,4 log
UFC/g), e em nenhuma foram detectados coliformes
totais. Ja nas amostras de chocolate em po, nio foi
observada contaminag¢do por nenhum grupo microbiano
avaliado (Tabela 2).

A detec¢do de membros da familia
Enterobacteriacea em 20% das amostras com contagem
superior a recomendada pelo ICMSEF®, ou seja, > 1
log UFC/g, indica a ocorréncia de alguma falha nos
programas de qualidade, no processo térmico ou na
sanitizagdo. Condigdes que permitam a contaminagdo
e a permanéncia de enterobactérias totais e coliformes
no produto acabado também possibilitam uma eventual
contaminagdo por patoégenos como Salmonella. Este fato
preocupa do ponto de vista de saude publica, visto que
falhas de limpeza e de Boas Préticas de Fabrica¢do ja
foram identificadas como causa de surtos de salmonelose
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Tabela 2. Pesquisa de enterobactérias em chocolates comercializados em Campinas/SP

Contamina¢ao microbiologica

Coliformes

. Enterobactérias totais Coliformes totais Escherichia coli Salmonella
Tipo de termotolerantes
Chocolate Amostras Contagem Amostras Contagem Amostras Contagem Amostras Contagem Amostras P
positivas (log positivas (log positivas (log positivas (log positivas

(%)  UEC/gr (%) NMP/gr* (%) NMP/g* (%) NMP/g* (%) 28
Ao leite 22,7 1,7+ 1,1 13,6 1,1 +0,8 0 < 0,5 0 <0,5 0 Ausente
Meio amargo 11,7 1,4 +0,1 0 <0,5 0 <0,5 0 <0,5 0 Ausente
Branco 22,7 1,2+0,3 4,5 0,6 0] <0,5 0 <0,5 0 Ausente
Em po 0 <10 0 <0,5 0 <0,5 0 <0,5 0 Ausente

* Unidade formadora de coldnia. ** Numero mais provavel.

veiculados por chocolate®'®. Além disso, outro agravante
a ser considerado pelas industrias processadoras na
implantagao e na manutengao de programas de qualidade
sdo as caracteristicas apresentadas pela Salmonella neste
tipo de produto, como baixa dose infectante (1 UFC/g)S,
altaresisténcia térmica’ e longa permanéncia no ambiente
e no produto’s.

CONCLUSAO

O controle tanto da matéria-prima quanto
do processo é considerado essencial na prevengdo de
patogenosemchocolate. Apesar daausénciade Salmonella,
20% das amostras apresentaram contamina¢do por
enterobactérias. Baseado neste contexto, fica claro que as
industrias processadoras de chocolate devem manter um
rigoroso programa de boas praticas de fabrica¢do para
garantir a seguranga microbioldgica dos produtos.
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