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palavras-chave

resumo
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Os produtos de panificacio/confeitaria em que este trabalho se centra sdo
caracterizados por serem produzidos com massa folhada e recheados com
um creme de cacau ou baunilha. Sdo produzidos croissants de diferentes
tamanhos (pequenos, médios e grandes) e um bolo cilindrico também de
massa folhada. Nestes produtos a maior preocupacdo € a sua
contaminagdo com perigos bioldgicos, mais propriamente com bolores.
Tendo em conta o crescimento e desenvolvimento da inddstria alimentar,
que obriga a constante revisdo da implementacdo de sistemas e medidas
que garantam a seguranca e qualidade dos alimentos que chegam ao
consumidor, o trabalho desenvolvido passou por estudar quais os principais
fatores que poderéo estar na base do aparecimento de bolores, com vista
a otimizacao das medidas de manutencdo da seguranc¢a do produto final e
garantia da sua qualidade. Foram avaliados dados de anos anteriores
referentes a diversos parametros analiticos, microbioldgicos e de producéo
dos bolos e croissants. A analise de dados relativos ao pH e a humidade
relativa do produto acabado, bem como relativos as maquinas de embalar
e a higienizacdo da linha de produgédo, ndo foi suficiente para chegar a
conclusdo de que estes parametros poderiam estar a ter efeito no
aparecimento de bolores nos bolos. Em contrapartida, a atividade da agua
do produto acabado e a carga microbiolégica apresentada pelos cremes
utilizados como recheio foram os dois pardmetros que mais evidéncias
apresentaram quanto a sua possivel contribuicdo para o desenvolvimento
de microrganismos. Alguns dos trabalhos planeados, que tinham como
principal objetivo justificar as hipéteses colocadas e confirmar os possiveis
pontos de contaminacéo do produto, ndo foram possiveis de realizar devido
a interrupcao do estagio como consequéncia de pandemia de Covid-19. No
entanto, sdo feitas propostas de estudos futuros a serem realizados na
empresa.



keywords

abstract

Bakery products, cakes, croissants, food safety and quality, contamination,
microorganisms, moulds

This work is focused on bakery products produced with puff pastry and filled
with a cocoa or vanilla cream. Croissants of different sizes (small, medium,
and big) and a cylindrical cake also made of puff pastry were produced. The
main concern about the production of these products is the contamination with
biological hazards, namely, molds. Considering the growth and development
of the food industry, which requires a constant review of the implementation of
systems and measures to ensure food safety and quality, the work developed
studied the main factors that may be at the basis of the appearance of
contaminations with molds. This allowed to optimize the measures for
maintaining the safety of the end-product and quality assurance. Data from
previous years regarding various analytical, microbiological and production
parameters of the cakes and croissants were evaluated. The analysis of data
on the pH and relative humidity of the finished product, as well as on the
packaging machines and the hygiene of the production line, was not sufficient
to reach the conclusion that these parameters could influence the appearance
of molds. In contrast, the water activity of the finished product and the
microbiological load presented by the creams used as filling, were the two
parameters that showed the most evidence regarding their possible
contribution to the development of microorganisms in the cakes. Some of the
planned works, whose main objective was to justify the hypothesis and confirm
the possible points of contamination of the product, were not possible to carry
out due to the interruption of the internship because of the Covid-19 pandemic.
However, proposals were made for future studies to be carried on by the
company.
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1. Bolos e croissants de massa folhada recheados

Os bolos e croissants de massa folhada recheados séo caracterizados por serem
produzidos com massa folhada e terem no seu interior um creme de cacau ou baunilha.
Na empresa, sdo produzidos croissants de diferentes tamanhos (pequeno, médio e grande)
e um bolo cilindrico também de massa folhada (Figura 1). Qualquer um dos croissants
pode ser recheado com creme de cacau ou baunilha, enquanto o bolo e o croissant medio

tém apenas recheio de cacau.

B

Figura 1 — Representacdo de cada produto: a) bolo cilindrico; b) croissant grande; c¢) croissants
pequenos.

1.1. Processo de producéo

1.1.1. Cremes

Os cremes utilizados como recheio sdo produzidos num pasteurizador
automatizado, que realiza 0s processos de aquecimento, arrefecimento e agitacdo de
forma automatica, sendo apenas necessario proceder a adi¢cdo dos ingredientes e a
ativacdo e/ou desativacao digital dos diferentes ciclos. Os ingredientes maioritarios séo o
acucar, a agua, a margarina e o leite em p6. No caso do creme de chocolate, é também
adicionado cacau e no caso do creme de baunilha sdo adicionados manteiga, soro de leite
e gema de ovo. Sdo utilizados também conservantes, emulsionantes e um aromatizante
de baunilha. No final da producéo os cremes sdo transferidos para um tanque de inox,
onde ficam armazenados até serem utlizados. Estes sdo armazenados primeiramente
numa camara entre 10 e 14 °C com o objetivo de garantir a passagem da fase liquida para
uma fase mais solida/consistente (esta fase é designada por “cristaliza¢ao”). Por Gltimo

sdo levados para uma camara com uma temperatura relativamente mais elevada (25 — 30



°C) onde tém de estar armazenados no minimo trés dias até serem utilizados, de forma a

ocorrer a sua estabilizagéo.

1.1.2. Massa folhada

A producéo dos croissants e bolos recheados comeca com a producédo da massa
folhada, que é dividida em trés fases, com agitacdo a velocidades e tempos definidos. Os
ingredientes maioritarios para a sua producdo sdo a farinha de trigo, a gua, o agUcar, a
margarina, a gema de ovo, a madre e o emulsionante Dimodan. A madre é um fermento
natural, que é continuamente mantido e regenerado na empresa e que tem como principais
fungdes dar sabor e volume, melhorar a textura e conferir maior validade ao produto final.
E ainda utilizado um conservante. A &gua utilizada na producio da massa tem de estar a
1°C ou ser substituida por gelo, de forma a que no final da sua producéo a massa apresente
uma temperatura maxima de 24 °C. Esta temperatura € necessaria para garantir a correta
e rapida hidratacdo dos ingredientes e para que a margarina posteriormente utilizada na

etapa seguinte mantenha a sua consisténcia.

A segunda etapa da producdo da massa folhada centra-se num processo
denominado de laminagem. Este processo vai garantir a massa as suas caracteristicas de
massa folhada. A massa € transferida para uma extrusora que vai produzir duas camadas
de massa. Entre essas duas camadas € colocada uma camada de margarina (Figura 2) e
posteriormente a massa com a margarina é dobrada multiplas vezes, obtendo-se diversas
camadas de massa e margarina alternadas (Figura 3), que vao deste modo garantir as
caracteristicas de massa folhada. Neste processo, a margarina tem a funcao de dar sabor
ao produto e de separar as varias camadas de massa, de modo a conferir ao croissant uma
elevacdo/crescimento adequado. Apds a massa ser laminada, esta é cortada e enrolada no

formato pretendido de croissant ou bolo cilindrico.



Figura 2 — Fase 1 do processo de laminagem Figura 3 — Fase 2 do processo de laminagem
da massa: extrusdo da massa e da margarina e da massa: dobras sucessivas da massa e da
disposicdo de uma camada de margarina entre margarina para producéo de massa folhada.
duas camadas de massa.

A etapa que se segue a laminagem é a fermentacao, onde o produto € colocado
numa estufa de fermentacdo que se encontra a uma temperatura entre 0s 30 e 40 °C e a
uma humidade entre 80 e 95%, durante cerca de quatro horas. O principal objetivo desta
etapa é a elevacdo da massa, de modo a que o produto atinja o tamanho e a
textura/consisténcia desejados (Figura 4). As leveduras Saccharomyces cerevisiae que
constituem o fermento adicionado a massa, utilizam como substratos a maltose e a
glucose resultantes da hidrdlise do amido da farinha por amilases endégenas. Como
resultado da fermentacdo alcoodlica sdo produzidos CO, etanol e metabolitos secundarios.

O CO2 causa a expansio e a levedagio da massa, aumentando o volume do croissant?.

. =" >

Figura 4 — Processo de fermentacdo: aspeto
inicial (esquerda) e aspeto final (direita) do
produto apos 4 horas a 30-40 °C e a 80-95% de
humidade.

Apo6s 4h de fermentacdo, os produtos levedados sdo retirados da estufa de
fermentacdo e levados imediatamente para o forno, para se proceder a sua cozedura.
Consoante o tipo de produto, estes sdo cozidos entre 170 e 205 °C, durante
aproximadamente 15 minutos. Durante a cozedura, a agua existente na massa € convertida

em vapor, 0 que provoca 0 aumento da pressdo entre cada camada de massa, levando a
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sua elevagio, produzindo-se assim a textura escamosa caracteristica da massa folhada?.
Depois da cozedura, o produto é colocado a arrefecer durante aproximadamente uma
hora, até atingir 30 °C, que é a temperatura maxima adequada para o seu embalamento de

forma a evitar a ocorréncia de condensacdes.

1.1.3. Bolos e Croissants

Para a producéo dos produtos recheados com creme, é necessario incluir um passo
de injecdo. O mecanismo de injecdo passa pelo enchimento continuo de agulhas com o
creme pretendido, que vao perfurar o bolo/croissant na parte superior (figura 5), injetando

a quantidade programada de recheio.

Figura 5 — Injecd0 mecéanica de
creme nos bolos.

O ultimo passo é o embalamento e armazenamento dos bolos e croissants. Os
bolos cilindricos e os croissants médios e grandes sdao embalados em bolsas individuais,
enguanto os croissants pequenos sdo embalados em bolsas de varias unidades. As bolsas

sdo posteriormente armazenadas em caixas e seguem para armazém.



1.2. Caracteristicas do produto final

1.2.1. Caracteristicas intrinsecas

Alguns dos produtos, para além do tamanho e formato diferentes, diferem ainda nas

suas caracteristicas intrinsecas, como a atividade da agua (aw), 0 pH, a percentagem de

gordura e a percentagem de humidade (Tabela 1). Isto deve-se ao facto de apresentarem

algumas diferencas na formulacdo da massa, bem como, em alguns casos, também haver

influéncia do tipo de recheio (chocolate ou baunilha).

Tabela 1 - Caracteristicas intrinsecas do bolo cilindrico e croissants.

Produto aw pH % gordura % humidade
Bolo cilindrico (chocolate) 0,760 — 0,860 5,50-5,70 17,0-215 19,6 - 21,6
Croissant grande de chocolate 0,770-0,880 | 5,50-5,70 16,0 - 19,0 18,5-21,0
Croissant grande de baunilha 0,770-0,880 | 5,50-5,70 16,0 - 19,0 18,5-21,0
Croissant médio (chocolate) 0,81-0,85 5,50 -5,70 16,0 — 20,0 19,0 -22,0
Croissant pequeno de chocolate 0,75-0,855 | 550-5,70 16,0 - 20,0 17,0-19,0
Croissant pequeno baunilha 0,75-0,855 5,60 - 5,80 16,0 — 20,0 17,0-19,0

1.2.2. Tabela nutricional

Na Tabela 2 sdo apresentadas as caracteristicas nutricionais do bolo cilindrico e

croissants, de acordo com os seus rotulos. E possivel verificar que cada um apresenta

caracteristicas distintas, que variam conforme a formulacdo da massa e do recheio.

Tabela 2 - Tabela nutricional referente ao bolo cilindrico e croissants

. Croissant Croissant Croissant Croissant
A Bolo Croissant

Parametro cilindrico médio grande grande pequeno pequeno

chocolate baunilha chocolate baunilha

Energia (kj/kcal) 1672/400 1723/412 1580/377 1579/377 1723/412 1579/377
Lipidos (g) 19,6 20,1 16,2 16,9 20,1 16,9
Dos quais saturados (g) 10,3 9,9 9,5 10,2 9,9 10,2
Hidratos de carbono (g) 46,8 48,6 49,0 46,9 48,6 46,9
Dos quais agucares (g) 17,8 18,1 18,9 241 18,1 241
Fibra (g) 2,9 2,6 2,3 3,8 2,6 3,8
Proteinas (g) 7,6 7,8 7,6 7,1 7,8 7,1
Sal (g) 0,72 0,66 0,50 0,50 0,66 0,50




2. Seguranca e Qualidade Alimentar

A seguranca e qualidade alimentar sdo consideradas questdes fundamentais quer
para a industria alimentar, quer para o consumidor. A importancia desta tematica
aumentou devido a ocorréncia de casos mediaticos de contaminag&o alimentar, como o
caso da BSE (doenga das vacas loucas), da presenca de dioxinas na alimentacdo para
animais e da presenca do herbicida aminotriazole em arandos. ApOs estas crises
alimentares tornou-se obrigatoria a implementacao de medidas de Seguranca e Qualidade
em toda a industria alimentar®#. Essas medidas incluem todas as etapas de producio de
alimentos, como fornecimento de matérias-primas, producdo, embalamento,
armazenamento, transporte, desenvolvimento, manutencao de equipamentos de producgéo
e formacéo de funcionarios®. De acordo com a FAO, o conceito “Seguranca Alimentar”
refere-se a aspetos relacionados com “todos os riscos, cronicos ou agudos que podem
tornar os alimentos prejudiciais a satde do consumidor™®, ou seja, assegurando que 0s
alimentos preparados e/ou consumidos de acordo com a forma pretendida ndo irdo causar
danos no consumidor®. O conceito “Qualidade Alimentar” inclui todos os “atributos que
influenciam o valor de um produto para o consumidor. Isso inclui atributos negativos
como a deterioragdo, a contaminacdo, descoloracdo e odores desagradaveis, e atributos
positivos como a sua origem, a cor, sabor, textura e 0 método de processamento dos

alimentos™®.

2.1. Plano HACCP

Como forma de resolver os problemas associados a seguranca alimentar, evitando
a ocorréncia de contaminagfes alimentares e posteriores consequéncias adversas para a
salde, sdo utilizados e implementados sistemas de Seguranca e Qualidade Alimentar. O
sistema considerado como o mais eficaz para manter a garantia do fornecimento seguro
de alimentos ¢ o Sistema HACCP (Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo)’.
Este sistema tem como base uma metodologia preventiva, que identifica, avalia e controla
0S perigos e riscos que sdo significativos e possiveis de ocorrer nos diferentes géneros
alimenticios ao longo de toda a cadeia alimentar, desde a producdo primaria ao
manuseamento e consumo final®®, garantindo que s6 sdo colocados no mercado quando

sdo seguros. Em 1993 o HACCP comecgou a fazer parte da regulamentagdo europeia,



tendo por base de aplicagdo os principios expressos no Codex Alimentarius, sendo estes

os seguintes®:

1.

Identificacdo dos perigos e medidas preventivas: identificar quaisquer
perigos que devam ser evitados, eliminados ou reduzidos para niveis aceitaveis;
Identificag&@o dos pontos criticos de controlo (PCCs): identificar os PCCs na
fase ou fases em que o controlo € essencial para evitar ou eliminar um risco ou
para o reduzir para niveis aceitaveis;

Estabelecimento dos limites criticos para cada medida associada a cada
PCC: estabelecer limites criticos nos PCCs que separem a aceitabilidade da
ndo aceitabilidade com vista a prevencdo, eliminacdo ou reducdo dos riscos
identificados;

Estabelecimento do sistema para monitorizar/controlar cada PCC:
estabelecer e aplicar processos eficazes de vigilancia em PCCs;
Estabelecimento de medidas corretivas para cada caso de limite em desvio:
estabelecer medidas corretivas quando a vigilancia indicar que um ponto critico
ndo se encontra sob controlo;

Estabelecimento de procedimentos de verificacdo: estabelecer processos, a
efetuar regularmente, para verificar se as medidas referidas nos principios 1 a
5 funcionam eficazmente;

Criacdo de um sistema de registo para todos os controlos efetuados:
elaborar documentos e registos adequados a natureza e dimensao das empresas,
a fim de demonstrar a aplicacdo eficaz das medidas referidas nos principios 1
a b.

O instrumento legal em vigor é o Regulamento (CE) n°852/2004 de 29 de Abril,

que surge com uma grande relevancia, pois incorpora as boas praticas recomendadas pelo

Codex Alimentarius, estabelece os requisitos gerais de higiene no setor alimentar e obriga

a implementacdo do Sistema HACCP, assim como & responsabilizacdo dos operadores

do setor pela seguranca alimentar®. Para se poder realizar uma aplicacdo efetiva do

Sistema HACCP devem ser tidos em conta 0s pré-requisitos existentes no referido

regulamento de forma a prevenir, eliminar ou reduzir os perigos que podem vir a

contaminar os alimentos durante o seu processo de producéo e posterior distribuicdo’.

Enquanto o sistema HACCP controla os perigos relacionados com o processo de

producdo, 0s pré-requisitos controlam o0s perigos associados ao meio envolvente ao



processo de producdo do género alimenticio®. Os pré-requisitos que devem ser

considerados s&o os seguintes®®:

Estruturas e Equipamentos;

Plano de Higienizacéo;

Controlo de Pragas;

Abastecimento de agua;

Recolha de residuos;

Materiais em contacto com alimentos;

Higiene pessoal,;

O N o g B~ wDd e

Formacao.

2.2. Perigos alimentares

O problema que mais pde em causa a seguranca e qualidade alimentar é a
contaminacéo de alimentos devido a perigos existentes no meio ambiente. De acordo com
0 Codex Alimentarius, um perigo alimentar ¢ definido como “um agente bioldgico,
quimico ou fisico presente num alimento ou situacdo por ele causada, que tenha um efeito
adverso na satide do consumidor”®. Os perigos podem ser classificados de acordo com a
sua natureza, sendo normalmente agrupados em trés categorias: bioldgicos, quimicos e

fisicos. As principais causas para a ocorréncia dos diferentes tipos de perigos séo*!:

1. Exposigéo dos alimentos a temperaturas de risco;
2. Manuseamento por pessoas ndo obedecendo as regras basicas de higiene pessoal;
3. Exposicdo dos alimentos a agentes causadores da doenca/ferimento por

contaminag&o direta ou contaminagao cruzada.

Entre os trés tipos de perigos, os perigos bioldgicos sdo 0s que apresentam maior
risco a inocuidade dos alimentos. Estima-se que cerca de 90% das doencas transmitidas
por alimentos sejam provocadas por microrganismos, incluindo bactérias, fungos, virus e
parasitas patogénicos, bem como toxinas microbianas’?'®. Os microrganismos
patogénicos sdo os perigos bioldgicos mais comuns e podem causar infe¢fes (crescimento
do microrganismo causador da doenga) e intoxicacfes (a doenca é causada pela toxina
pré-formada, que é produzida pelo microrganismo)!t. Estes perigos podem ser

encontrados em quase todos os alimentos, mas a sua transmisséo resulta, na maioria dos



casos, da utilizacdo de metodologias erradas nas Gltimas etapas da sua confecdo ou
distribuicdo, bem como vindos de produtos crus contaminados utilizados como matéria-
prima’213, Os microrganismos podem ainda desenvolver-se naturalmente no ambiente
onde os alimentos sdo produzidos se as condi¢des existentes foram favoraveis ao seu
crescimento. Contudo, este crescimento pode ser controlado por praticas adequadas de
manipulacdo e armazenamento, boas praticas de higiene e de fabrico e controlo do
ambiente dos processos de produgdo, como por exemplo controlo do tempo e

temperatura®.

Na categoria de perigos quimicos fazem parte um grande numero de substancias
quimicas téxicas que podem ocorrer nos alimentos de diversas formas e em qualquer
etapa da sua producdo, desde o cultivo das matérias-primas até ao consumo do produto
acabado!!. Estes perigos podem estar associados diretamente as caracteristicas das
matérias-primas ou ser criados ou introduzidos no produto durante o processo de
producdo. Como perigos quimicos, existem compostos usados nos processos de producao
primaria (ex. pesticidas e medicamentos veterinarios como antibioticos e promotores de
crescimento) que podem deixar residuos ou aditivos usados na transformacéo (como por
exemplo os sulfitos e nitritos) que, se usados em quantidades indevidas, tornam-se
nocivos'?t®, Ha perigos quimicos que podem aparecer de forma ndo intencional nos
alimentos, ou se, ndo foram diretamente adicionados, como é o caso dos contaminantes
de origem industrial (p.e. dioxinas e metais pesados), as toxinas produzidas por fungos,
algas e algumas plantas, e alergénios (p.e. gliten e soja) e também contaminantes
introduzidos durante o processo (p.e. produtos de limpeza e desinfecdo)'?!3, O efeito da
contaminacdo quimica no consumidor pode ser cronico devido ao contacto continuado
com contaminantes existentes em baixas quantidades, bem como pode ser agudo,
aquando 0 contacto a curto prazo com contaminantes em quantidades elevadas’. Como
forma de evitar a contaminagdo com estes perigos é importante manter os controlos das
cadeias de fornecimento de matérias-primas em vigor, bem como controlar os produtos

quimicos utilizados na limpeza e os procedimentos de armazenamento e manuseio’.

Os perigos classificados como fisicos podem apresentar origens diversas, desde
objetos que podem estar presentes nas matérias-primas até objetos que podem ser
introduzidos nos produtos alimentares por via da manipulagéo a que os alimentos estdo
sujeitos ao longo do seu processo de producdo'®. Na maioria das vezes estes perigos

provém dos materiais das embalagens, dos equipamentos ou utensilios e dos proprios



manipuladores de alimentos e matérias-primas. Os objetos mais frequentemente
encontrados como contaminantes sdo: vidros, pedras, metais, madeiras, materiais de
isolamento ou de revestimento, 0ssos, plasticos e objetos de uso pessoal’. Embora, na
maioria dos casos, a presenca de objetos estranhos ndo represente um risco grave para a
salde do consumidor, pode sé-lo. Este tipo de perigo € caraterizado por provocar efeitos
imediatos se ingeridos pelo consumidor, podendo causar lesdes mecéanicas no aparelho
digestivo de que sdo exemplos a quebra de dentes, cortes ou perfuracdo de mucosas’*. A
presenca destes perigos nos alimentos indica, na maioria das vezes, falhas no sistema de
seguranca alimentar e de boas praticas de fabrico e higiene. Deste modo, 0 seu
aparecimento pode ser controlado por uma inspecdo cuidadosa e boas préaticas aplicadas

pelo produtor e até mesmo pelo consumidort®,

Em qualquer processo de producdo alimentar, apés a identificacdo dos perigos

existentes, estes sdo normalmente caracterizados de acordo com os seguintes fatores®!:

e Severidade do(s) perigo(s), incluindo o grau de severidade das consequéncias da
exposicdo ao perigo ou a magnitude e duracdo da doenca ou ferimento;

e A probabilidade de ocorréncia do(s) perigo(s), com base em dados publicados e
em dados epidemiolégicos;

e Potencial para ocorréncia de efeitos a curto e a longo prazo;

e OQutros dados para avaliagdo do risco associado ao perigo em causa

(degradabilidade, forma de uso, populacéo alvo).

2.3. Deterioracéo microbiologica em produtos de panificacéo

A deterioracdo de alimentos é caracterizada por qualquer alteracdo no alimento
que o torne inaceitavel pelo consumidor do ponto de vista sensorial. Essas alteractes
podem ser fisicas, quimicas, de sabor e odor, resultantes do crescimento e metabolismo
de uma grande variedade de microrganismos no produto. A deterioracdo microbiana é a
causa mais comum de deterioragéo de alimentos, incluindo os produtos de panificacéo, e
pode manifestar-se com o crescimento visivel de coldnias, bem como com alteragdes na
textura ou aparecimento de odores e sabores desagradaveis'®. Nos produtos de

panificacdo este tipo de deterioracdo é o principal fator que limita o seu prazo de validade
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e também é uma das principais causas de perdas economicas para as industrias e para o

préprio consumidor e que pode também pdr em causa a sua salide®®.

A deterioracdo microbioldgica dos produtos de panificacdo é maioritariamente
influenciada por fatores inter-relacionados que vao, por sua vez, influenciar o crescimento
de microrganismos. Esses fatores sdo, nomeadamente, a temperatura de armazenamento,
a humidade relativa, a concentracdo de conservantes e disponibilidade de nutrientes, o
pH, a atividade da agua (aw), 0 material da embalagem e a composi¢do da atmosfera em
que o produto esta embalado®®. Estes fatores, sozinhos ou em combinagio uns com os
outros, podem conduzir a mudangas prejudiciais na cor, odor, sabor e textura dos
alimentos. Os produtos de panificacdo podem ser classificados de acordo com a sua aw,
como de aw baixa (<0,6), aw intermédia (entre 0,6 e 0,85) e aw elevada (>0,85)'". Os
croissants e bolos recheados que séo objeto do presente estudo e que foram mencionados
na secgéo 1 apresentam uma aw entre 0,75 e 0,88, podendo por isso ser classificados como
produtos de panificacdo de aw intermédia a alta. Deste modo, 0s microrganismos de
deterioracdo que mais se desenvolvem nestes produtos sdo leveduras e bolores
osmofilicos. Os produtos recheados estdo também sujeitos a outros tipos de deterioracdo
microbiana, pois alguns recheios, que tém na sua composi¢do ovos e laticinios, podem
potenciar o crescimento de microrganismos patogénicos®®. No entanto, a contaminagio
deste tipo de produtos tem lugar predominantemente ap6s a cozedura, atraves de esporos
de bolores que se encontram no ar ambiente das instalacdes de producdo e que se
depositam na superficie dos alimentos. Os ingredientes, equipamentos, utensilios e
materiais das embalagens, quando contaminados, também podem representar pontos de
contaminacdo. Para além da visdo desagradavel do crescimento visivel de fungos, estes
também sdo responsaveis pela producdo de micotoxinas e sabores que podem ser
produzidos mesmo antes do crescimento de fungos ser visivel’®, Deste modo, a
deterioracdo microbioldgica representa um risco que pode ser alto para a saude do
consumidor, logo o controlo dos fatores que possam comprometer a seguranca e

qualidade destes produtos é fundamental.

2.3.1. Fatores que afetam o crescimento de microrganismos

A flora microbiana que coloniza um determinado alimento depende muito das
caracteristicas do produto e da maneira como é processado e armazenado. Os parametros

que afetam a proliferacdo de microrganismos nos alimentos podem ser classificados como
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fatores intrinsecos ou extrinsecos. Os parametros intrinsecos sao as propriedades fisicas,
quimicas e estruturais inerentes ao proprio alimento, como por exemplo a atividade da
agua, o pH e os nutrientes disponiveis. Os parametros extrinsecos sdo fatores
caracteristicos do ambiente em que o alimento é armazenado, como a temperatura, a

humidade relativa e a presenca e concentragio de gases*®.

2.3.1.1. Fatores intrinsecos

Atividade da dgua

Os microrganismos necessitam de agua para crescer. As suas exigéncias em agua
sdo medidas em termos de agua livre ou de atividade da agua (aw). A aw é definida pela
razao entre a pressdo de vapor de agua do alimento e a pressdo de vapor da dgua pura a
mesma temperatura e pressdo, aw=p/po, onde p é a pressdo de vapor da solugdo e po € a
pressdo de vapor da agua pura. A aw da agua pura é 1, enquanto a aw de um produto
completamente desidratado ou sem agua disponivel é 0. A aw, sendo uma indicagdo da
quantidade de agua disponivel para uso bioldgico, determina se e quais microrganismos
podem crescer num alimento. Assim, a limitacdo da atividade da agua pode ser uma

ferramenta significativa para preservar alimentos e inibir o crescimento microbiano®®2t,

A aw ideal para o crescimento da grande maioria dos microrganismos de
deterioracdo € superior a 0,90 e 0 minimo esta entre 0,80 e 0,90. De uma forma geral, as
bactérias necessitam de valores mais elevados de aw para crescerem do que 0s fungos
(leveduras e bolores). Deste modo, o valor da aw dos alimentos determina em grande parte
0 tipo de organismos que se podem desenvolver. Existem alguns grupos de
microrganismos que podem crescer com atividades da &gua mais reduzidas, ou seja, entre
0,60 e 0,75. Esses grupos sdo denominados de xerofilos, hal6filos e osméfilos. Os
microrganismos xerofilos, na sua maioria bolores, sdo caracterizados por proliferarem em
ambientes secos, podendo crescer com valores de aw abaixo de 0,60. Os microrganismos
haléfilos, normalmente bactérias, requerem uma concentracdo minima de sal para se
desenvolverem, sendo por isso classificados de acordo com as suas necessidades e
tolerancia ao sal. Os microrganismos osmofilos sdo geralmente leveduras que tém a
capacidade de crescer em elevadas concentracBes de acucar, podendo tambem ser
denominadas de osmotolerantes. A aw pode ser manipulada nos alimentos através de

varias formas, incluindo adicéo de solutos, como sal ou aglcar, remocao fisica da dgua
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por desidratacdo ou cozimento, ou ligacdo da agua a varios componentes

macromoleculares nos alimentos12022,
pH

Os microrganismos crescem numa ampla gama de pH, que se estende entre 1,0 e
11,0. Contudo, esta bem estabelecido que a maioria cresce melhor a pH neutro (6,6-7,5).
No entanto, muitos microrganismos sdo capazes de crescer em ambientes mais acidos ou
mais alcalinos e nos alimentos a gama de crescimento é bastante ampla (4,0-9,5). Os
bolores apresentam a gama mais ampla de pH a que se conseguem desenvolver, seguida
pelas leveduras, enquanto as bactérias apresentam uma gama de crescimento de pH mais
restrita. Os organismos que tém a capacidade de crescer em pH baixo sdo denominados
de acidofilos. Muitos fungos sdo considerados acidéfilos, pois apresentam crescimento
6timo a pH 5 ou inferior, como a pH 2. Algumas bactérias sdo também consideradas
acidofilas, algumas até aciddfilas obrigatorias, ndo se desenvolvendo a pH neutro. Alguns
microrganismos extremofilos apresentam valores elevados de pH 6timo, o qual, as vezes
atinge o pH 10, sendo por isso conhecidos como alcalifilicos. Deste modo o pH é um
parametro que nos alimentos também pode ser manipulado de forma a controlar o

crescimento de microrganismos deteriorantes?®22,

Contelildo em nutrientes

Os microrganismos requerem nutrientes basicos para 0 seu crescimento e para
manterem as suas fun¢fes metabdlicas. Esses nutrientes incluem: agua, fontes de energia
e de nitrogénio, vitaminas e minerais. Como fontes de energia e nitrogénio, 0s
microrganismos usam hidratos de carbono, proteinas e lipidos. Quase todos tém a
capacidade de utilizar agucares simples, presentes nos alimentos, como fontes de energia,
incluindo glucose, frutose, sacarose e maltose. Apenas alguns microrganismos, como 0s
bolores, que produzem enzimas extracelulares (amilases, lipases e proteases) podem
utilizar macromoléculas como fontes de energia. As fontes primarias de nitrogénio
utilizadas pelos microrganismos sdo 0s aminodacidos livres ou os resultantes da hidrélise
de peptideos e proteinas. Deste modo, os microrganismos que geralmente tém capacidade
de se desenvolver nos alimentos sdo aqueles que podem mais facilmente utilizar os

nutrientes presentes nesses alimentost*2%:2L,
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2.3.1.2. Fatores extrinsecos

Temperatura

Os microrganismos, individualmente ou em grupo, crescem numa faixa bastante
ampla de temperatura. Deste modo torna-se importante considerar quais as gamas de
temperatura que vao favorecer o crescimento dos microrganismos importantes nos
alimentos, para assim se definir quais as melhores temperaturas de armazenamento. De
acordo com as exigéncias de temperatura para o crescimento de cada microrganismo,
estes podem ser classificados como psicrofilos, psicrotroficos, mesoéfilos e termofilos. Os
microrganismos psicréfilos apresentam uma gama ideal de crescimento entre 0s 0 e 0s
20°C, sendo o ideal de 15°C. Os microrganismos psicrotroficos tém um crescimento ideal
a temperaturas superiores a 20°C e sdo ainda capazes de crescer a uma temperatura de
refrigeracdo entre 0 e 7°C. Ja os mesofilos apresentam um crescimento ideal a uma
temperatura entre 30 e 37°C e uma gama geral de crescimento de 20-45°C. Os
microrganismos termofilos crescem a uma temperatura ideal entre os 45 e os 60°C. A
maioria dos microrganismos patogénicos produtores de toxinas e 0s patogénicos
infeciosos sdo classificados como mesofilos, logo a temperatura de armazenamento de
alimentos pereciveis pode ser usada para minimizar 0 crescimento destes

microrganismos!t29-22,

Humidade relativa

A humidade relativa do ambiente de armazenamento € importante no que toca a
aw do alimento, condicionando o desenvolvimento da microflora de superficie no
alimento. Quando alimentos com valores de aw baixos sdo colocados em ambientes com
alta humidade relativa, vao absorver agua até que o equilibrio seja estabelecido, o que
pode favorecer o crescimento de microrganismos na superficie. Por outro lado, quando
os alimentos com elevada aw sdo colocados em atmosferas com baixa humidade, vai
ocorrer a sua desidratacdo 0 que, embora possa ndo prejudicar o alimento
microbiologicamente, pode levar a alteracdes organoléticas e de textura. Contudo, os
alimentos que sofrem frequentemente deterioracdo da superficie por bolores, leveduras e

bactérias devem ser armazenados em condigBes de baixa humidade relatival20-2,
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Presenca e concentracdo de gases

Os microrganismos necessitam de diferentes concentracfes de oxigénio para se
desenvolverem e sobreviverem. Os microrganismos podem ser classificados de acordo
com a sua necessidade de oxigénio. Existem microrganismos aerobios, em que 0 seu
crescimento depende da presenca de oxigénio, 0s anaerdbios, que ndo crescem na
presenca de oxigénio e também os anaerdbios facultativos, que tém a capacidade de se
multiplicarem quer em condicBes aerobicas quer anaerdbicas. Deste modo, a composi¢do
de gases no armazenamento dos alimentos tem grande efeito nos microrganismos que tém
a capacidade para ai se desenvolverem. Para além do oxigénio que € utilizado na
conservacao de alimentos como as carnes frescas de aves e porco, sdo utilizados também
o dioxido de carbono e o0 azoto em alimentos como o pdo. O didxido de carbono é um gas
eficaz contra microrganismos aerobios obrigatorios e em niveis elevados pode impedir o
crescimento de anaerdébios. Deste modo, existes varias formas de conservacdo de

alimentos que tém como principal técnica a mudanca da atmosfera que os envolvel?20-22,

2.3.2. Microrganismos causadores de deterioracdo em produtos de panificagéo

Os alimentos estdo sujeitos a contaminagdo por um vasto grupo de
microrganismos que, sob algumas condic¢des, podem contribuir para a deterioracdo dos
alimentos, nomeadamente dos produtos de panificacdo. Os diversos microrganismos
podem produzir moléculas que podem alterar quer a qualidade nutricional quer a
qualidade sensorial dos alimentos, em particular a cor, a textura e o odor®®. Com base na
composicao nutricional do alimento e nas suas caracteristicas fisicas e quimicas, alguns
microrganismos irdo prevalecer em detrimento de outros. Particularmente nos produtos
de panificacdo com recheio, devido ao seu aw intermédio a alto e aos elevados niveis de
acucares, a sua deterioracdo € caracterizada pelo crescimento de leveduras e de bolores

osmofilicos e em menor extens3o de bactérias patogénicas®>.

2.3.2.1. Bactérias

As bactérias sdo 0s organismos menos provaveis de ocorrer em produtos de
panificagdo/pastelaria, como € o caso dos bolos cilindricos e croissants, pois

desenvolvem-se maioritariamente em produtos com alto teor de agua livre (aw entre 0,94
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e 0,99)!6. Contudo, devido & aw destes produtos ndo ser assim tio baixa, é necessaria ter
atencdo com a contaminacao por parte destes microrganismos. Algumas das espécies que
se podem desenvolver sdo Salmonella sp e Listeria monocytogenes. que sdo dos
principais microrganismos patogénicos ambientais, bem como Bacillus cereus e

Staphylococcus aureus. que sdo bactérias capazes de produzir toxinas estaveis ao calor?.

A Salmonella spp. apresenta milhares de estirpes, todas elas consideradas
patogénicas e, por isso, ndo é tolerada a sua presenca em nenhum alimento pronto para
consumo?*, Estas bactérias sio capazes de causar infecio do sistema gastrointestinal,
denominada de salmonelose. A dose infeciosa é bastante baixa, sendo apenas necessarias
10 a 25 células para causar a doenca e por esta razdo nao precisam de crescer no alimento.
Este facto, juntamente com a boa adaptacao destas bactérias a sobreviverem em condic6es

secas, aumenta o risco para o seu desenvolvimento em produtos alimenticios de baixa
aW11,20,25_

A Listeria monocytogenes tem a capacidade de causar infecdes por listeriose, que
podem levar a doencas semelhantes a gripe. A dose infeciosa é considerada > 100-1000
células por grama nos alimentos consumidos, sendo esta bactéria um risco grande em
alimentos em que pode crescer. A L. monocytogenes, por ser uma bactéria psicotrofica,
pode desenvolver-se em ambientes frios e € um risco para alimentos refrigerados com

elevada humidade. Ja para alimentos com baixa humidade este risco é menor2%25,

Relativamente a Bacillus cereus, esta € uma bactéria formadora de endosporos
resistentes ao calor, que suportam temperaturas de cozimento préximas dos 100°C
durante varios minutos?. As doengas transmitidas por esta bactéria ocorrem quando os
alimentos séo cozidos e refrigerados inadequadamente, permitindo a germinacdo dos
endosporos e o subsequente crescimento e producao de enterotoxinas, também resistentes
ao calor. A B. cereus pode desenvolver-se em valores de pH entre 4,3 e 9,3 e aw abaixo
de 0,91 e esta frequentemente associada a refrigeracdo inadequada de alimentos ricos em
amido. A sua presenca ¢ frequentemente associada as matérias-primas utilizadas?>2>2°,
Em alimentos prontos para consumo é considerado que a B. cereus ndo deve estar presente

em niveis que excedam as 10° UFC/g?*.

A Staphylococcus aureus é capaz de produzir uma enterotoxina altamente estavel
ao calor e crescer em atividade de agua mais baixa do que outros microrganismos

patogénicos, sendo capaz de se desenvolver em alimentos com aw até 0,87. Esta bactéria,
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se presente num alimento que permaneca a temperatura ambiente por longos periodos,
forma as suas toxinas que podem criar um risco de intoxicagao por ingestdo. Nos recheios
de pastelaria é caracteristico o desenvolvimento de S. aureus!?2%, Em alimentos prontos
para consumo estas bactérias ndo devem estar presentes em niveis que excedam as 10*
UFC/g®*.

2.3.2.2. Leveduras

Em produtos de panificacio, a contaminagéo por levaduras pode ocorrer por?’:

i.  crescimento visivel de leveduras na superficie dos produtos (manchas
brancas ou rosa);

ii. deterioracdo fermentativa de uma ampla gama de produtos ou
ingredientes, manifestada por odores alcodlicos, acéticos, entre outros
e/ou evidéncia visivel da producdo de gas, como bolhas de gas em geleias

e cremes ou expansdo de embalagens flexiveis.

O crescimento visivel de leveduras esta mais associado a produtos de aw elevado
e vida dtil curta, enquanto a deterioracdo fermentativa é geralmente associada a produtos
de baixa aw e uma vida Gtil mais extensa?’. Algumas das espécies responsaveis pela
deterioragdo superficial dos produtos incluem Pichia burtonii, Hyphopichia sp. e
Endomycopsis burtonii?®. A deterioracio fermentativa é muitas vezes associada aos
cremes usados como recheio nos produtos de panificacdo/confeitaria, que contém
elevadas concentracdes de aclcar. Por esta razdo, os cremes sdo um bom substrato para
o crescimento de leveduras capazes de tolerar condi¢fes de baixa aw e elevado stress
osmotico. As espécies tipicas de leveduras osmotolerantes capazes de causar deterioracédo
pertencem aos géneros Debaryomyces, Pichia e Zygosaccharomyces. Entre estes géneros,
0 Zygosaccharomyces é 0 mais comummente associado a deterioracao de produtos ricos
em agUcar, uma vez que é resistente a conservantes?®. Para além disto, outros géneros sio
comuns de causar contaminacdo quando os alimentos ndo séo produzidos de acordo com
boas praticas de higiene, como é o caso da Candida, Brettanomyces, Kloeckera,
Rhodotorula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces e Torulopsis®®. Dos metabolitos
secundarios produzidos pelas leveduras deteriorantes destacam-se 0s acidos organicos?®,
que podem ser responsaveis pelas alteracdes de acidez dos alimentos. As alteragdes no

sabor podem dever-se maioritariamente ao acido acético?®. O ambiente de producéo, ou
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seja, ar interno, superficies e equipamentos séo as principais fontes de contaminacao por
leveduras. No entanto existem outras fontes também importantes a considerar como as
matérias-primas utilizadas na producédo dos alimentos, vetores que transmitem leveduras
para as matérias-primas e a agua utilizada na producéo e na higienizacdo dos espacgos e
equipamentos®’. Em alimentos prontos para consumo como os produtos de pastelaria
recheados, as leveduras ndo devem estar presentes em niveis que excedam 10* UFC/g

para serem considerados seguros®*.

2.3.2.3. Bolores

A deterioragdo que mais limita o prazo de validade dos produtos de panificacéo
de aw média e alta é o crescimento de bolores. Muitos deles tém a capacidade de se
desenvolver em valores de aw >0,8, existindo ainda os bolores xerofilicos que sdo capazes
de crescer em produtos com aw td0 baixos como 0,656, O género que mais contamina os
produtos de panificacdo é Penicillium (90-100%), mas também ocorrem os Aspergillus,
Fusarium e Clodosporium®, O crescimento de bolores em alimentos pode resultar em
varios tipos de deterioracdo, tais como producdo de sabores e odores desagradaveis, de
toxinas, ocorréncia de descoloracdo e formacdo de propagulos patogénicos ou
alergénicos. A deterioracdo das propriedades sensoriais é frequentemente devida a
producdo de exoenzimas durante o crescimento. Estes microrganismos podem produzir
varios tipos de enzimas como lipases, proteases e glicanases que continuam a sua

atividade mesmo depois de os bolores serem removidos dos alimentos®3,

As micotoxinas produzidas por bolores sdo metabolitos secundarios que
apresentam toxicidade para animais vertebrados em pequenas quantidades quando
ingeridas ou inaladas. As micotoxinas podem interferir diretamente com a sintese de
enzimas e proteinas, bem como induzir mutagdes em DNA celular, podendo levar a
ocorréncia de cancro e a supressdo imunoldgica®*. As micotoxinas sdo formadas durante
o crescimento dos bolores nos alimentos e a maioria delas é excretada ap6s a sua
producdo. Muitas das micotoxinas conhecidas sdo muito resistentes a tratamentos fisicos
e quimicos e por essa razdo permanecem nos alimentos durante e ap0s 0 seu
processamento e armazenamento®. De entre as mais de 300 micotoxinas conhecidas, nos
produtos de panificacdo em particular destacam-se a ocratoxina A (OTA), o tricoteceno

deoxinivalenol (DON), a citrinina e a zearalenona®. A OTA ¢é produzida
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maioritariamente por espécies de bolores dos géneros Aspergillus e Penicillium e é
considerada uma toxina para os rins e figado, sendo também um imunossupressor e um
carcinogénico. Esta toxina tem a capacidade de perturbar a fisiologia celular a partir dos
efeitos primarios associados as enzimas envolvidas no metabolismo da fenilalanina,
principalmente por inibir a enzima envolvida na sintese do complexo fenilalanina-RNA.
Para além disso, inibe ainda a producdo de ATP mitocondrial e estimula a peroxidagdo
lipidica®’. O DON ¢é produzido principalmente por espécies do género Fusarium. O
principal efeito toxico desta micotoxina € a inibicdo primaria da sintese proteica, uma vez
que tem a capacidade de se ligar a subunidade 60S dos ribossomas eucarioticos e interferir
na atividade da peptidiltransferase®=°. A citrinina é produzida por bolores do género
Penicillium e é considerada uma nefrotoxina, podendo muitas vezes atuar sinergicamente
com a OTA para suprimir a sintese de RNA nos rins®’. A zearalenona é produzida por
bolores do género Fusarium e exibe atividade e estrutura semelhante ao estrogénio (17-
estradiol). Apesar da zearalenona apresentar uma toxicidade aguda relativamente baixa,
vai interferir fortemente com os recetores de estrogénio e, consequentemente, com 0

sistema reprodutor3637-%,

A principal forma de reproducdo dos bolores € através de esporos, que ao
germinarem formam as hifas. Estes esporos ndo sao resistentes a tratamentos térmicos de
temperaturas elevadas e por esta razdo sao eliminados apds o cozimento dos produtos de
panificacdo. No entanto, sdo facilmente transportados pelas correntes de ar, onde véo
permanecer no ar ambiente das instalacfes, bem como em superficies, equipamentos e
manipuladores de alimentos, o que faz com que durante as etapas de transporte,
arrefecimento e embalamento os alimentos possam ser contaminados. Deste modo, a
contaminacdo por bolores resulta principalmente dos esporos existentes no ar®. A
contaminagdo por bolores pode ser evitada irradiando os alimentos com raios
infravermelhos ou micro-ondas, usando atmosferas modificadas no armazenamento e
embalagem dos produtos ou adicionando conservantes como o acido propiénico, sérbico
e benzdico*. Em alimentos prontos para consumo, onde se inserem este tipo de produtos
de pastelaria recheados, para serem considerados seguros, os bolores ndo devem estar

presentes em niveis que excedam 10% UFC/g?.
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2.3.3. Medidas preventivas para reduzir a probabilidade de contaminacdo com

microrganismos e o Seu crescimento

Existem inUmeros métodos novos e tradicionais na industria de panificacdo e
confeitaria para a reducdo de contaminantes dos produtos pds-processamento, S&o
exemplos a luz UV, a radiagdo infravermelha, o aguecimento por micro-ondas e a
tecnologia de alta pressdo. Contudo, estes métodos nao sao ainda muito utilizados para
prolongar a vida util dos produtos. Em contrapartida, para atingir esse objetivo é mais
préatico, comum e econdmico controlar o crescimento de microrganismos deteriorantes
pos-cozimento nos produtos embalados!®. Isto pode ser alcancado através da
reformulacdo dos produtos para reduzir o seu pH e a aw, através do uso de conservantes
adicionados diretamente ao produto e através da utilizacdo de atmosfera modificada em
redor do produto. Para além destas técnicas de conservacao utilizadas nos alimentos, é
igualmente importante ter em consideracdo outros pardmetros que vdo também
influenciar o desenvolvimento de contamina¢do microbiana nos alimentos. S&o eles o
controlo das aguas utilizadas na producéo e na limpeza de equipamentos e superficies que
podem estar em contacto com os produtos, bem como a forma e técnicas utilizadas na

higienizacdo do ambiente fabril (ar e superficies de trabalho).

2.3.3.1. Reformulacgéo do produto

O prazo de validade microbiolégico dos produtos de panificacdo que apresentam
humidades relativamente mais elevadas esta relacionado com dois aspetos particulares, o
pH e a aw. Deste modo, a reformulacdo dos produtos para reduzir tanto o pH como a aw
pode ser usada para aumentar o seu prazo de validade. A reducdo do pH pode ser
alcancada através do uso de acidulantes, como &cidos organicos (p.e. &cido citrico, latico
e acético) ou culturas de bactérias do acido latico, que produzem metabolitos que
provocam esta reducdo’®#2. Ja a reducdo da aw pode ser alcancada pela adigdo de solutos,
quer acglcares, quer sais®*. Contudo, existem limitacBes a estas técnicas, pois para
controlar particularmente a deteriorac@o de bolores, as concentracfes de solutos que séo
necessarios adicionar para ocorrer uma inibicao eficaz, podem levar a alteracdes adversas
nas propriedades sensoriais e de textura dos produtos. Deste modo, este € um aspeto que

para ter resultados positivos tem de ser empregado de forma cautelosa e bem estudada.
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2.3.3.2. Uso de conservantes

Na producéo de alimentos o uso de conservantes € um meio atraente e simples de
diminuir a deterioracéo e garantir a sua seguranca. Os conservantes prolongam a vida util
dos alimentos, limitando o crescimento bacteriano e fiingico*. No entanto, atualmente os
consumidores ndo séo a favor dos aditivos como conservantes e existe por isso um desejo
de reduzir as quantidades usadas na industria de panificagdo®. Por outro lado, a legislacdo
restringiu 0 uso e os niveis permitidos de alguns conservantes atualmente utilizados em
diferentes alimentos. Este facto criou alguns problemas para a industria, porque a
suscetibilidade de alguns microrganismos aos conservantes mais usados esta a diminuir®®,
0 que pode levar, portanto, a estimulacdo do crescimento de fungos deteriorantes em
alguns casos e da producédo de micotoxinas®2.

Os acidos organicos fracos sdo usados como conservantes quimicos desde ha
muitos anos em alimentos e bebidas. O didxido de enxofre e os sulfitos continuam a ser
0 método escolhido para a preservacdo do vinho. Outros &cidos organicos fracos como o
acido acético, o acido propionico e, mais recentemente, o &cido sérbico e benzoico,
também sdo amplamente utilizados em inimeros alimentos*®. Estes conservantes s&o
frequentemente adicionados aos alimentos na forma de sal devido ao facto de os sais
serem mais sol(iveis em solugdo aquosa®®. Por outro lado, estes acidos organicos fracos
tornam-se cada vez mais potentes como agentes antimicrobianos em valores de pH mais
acidos*®, o que significa que as suas moléculas ndo dissociadas apresentam maior
atividade antimicrobiana que as respetivas moléculas dissociadas. Este facto deve-se as
moléculas ndo dissociadas apresentarem maior capacidade de penetrar na membrana
plasmatica das células dos microrganismos. Uma vez intracelular, o acido dissocia-se e,
devido a libertacdo de protdes, o citoplasma é acidificado, 0 que provoca a inibicdo da
glicolise e consequentemente o impedimento do crescimento dos microrganismos*®. Uma
reducdo do pH de 6,0 para 5,0 ou menos resulta num grande aumento relativo na
proporcdo da forma ndo dissociada*’. Estudos in vitro demonstraram que o propionato de
calcio, o benzoato de sodio e o sorbato de potassio foram eficazes na inibi¢do de alguns
isolados de produtos de panificacdo a um pH de 4,5 quando aplicados a uma
concentracéo de 0,3%, sendo o sorbato de potassio também eficaz numa concentracédo de
0,03%*". No entanto, a adi¢do destes sais de acidos organicos fracos a um analogo de
sponge cake de pH 6 apenas foi eficaz em niveis de aw baixos (0,80-0,85)*. O pH maximo

para a atividade do sorbato € de 6,0 a 6,5, a do propionato é de 5,0 a 5,5 e para o benzoato
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é de 4,0 a 4,5%2. Deste modo, estes acidos organicos fracos vio apresentar maior eficécia
em produtos de panificacdo de pH mais baixo. Especificamente, o acido propionico inibe
bolores e esporos de Bacillus mas ndo tem a capacidade de inibir leveduras na mesma
extensdo e, por isso, tem sido a escolha tradicional para a preservacdo do pao e outros
produtos de panificacdo. O acido sérbico é considerado mais eficaz que o anterior,
inibindo ambos os microrganismos e também as leveduras e é usado numa ampla
variedade de alimentos, incluindo também produtos de panificacdo especificos e produtos
de confeitaria®>. De acordo com a Diretiva n°95/2/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho, relativa aos aditivos alimentares, os acidos propiénico e sorbico podem ser
adicionados aos produtos de panificagdo em concentracdes de até 3000 ppm e 2000 ppm,
respetivamente. O &cido benzoico é mais associado a outro tipo de produtos acidos, como
por exemplo frutas, mas pode ser também usado em conjunto com o &cido sérbico em

produtos de confeitaria em concentragdes até 1500 ppm®.

As desvantagens relacionadas com o uso de conservantes quimicos e a preferéncia
dos consumidores por alimentos naturais sem esses conservantes, incentivaram o
desenvolvimento de formas alternativas para controlar o crescimento de microrganismos
deteriorantes e a formacao de micotoxinas em alimentos. A preservagdo bioldgica refere-
se ao aumento da vida Util e maior seguranga dos alimentos utilizando microrganismos
ou os seus metabolitos®. A fermentacio microbiana é um dos métodos mais antigos
utilizados na conservacdo de alimentos. Em particular, nos produtos de panificacdo, os
microrganismos mais amplamente utilizados como culturas iniciais deste processo,
aplicados, por exemplo, na producdo de massa fermentada, sdo as bactérias do &cido latico
(LAB)!, As LAB tém a capacidade de proporcionar efeitos positivos nos alimentos,
como melhorar o sabor, a textura e as propriedades nutricionais. Por outro lado, estas
bactérias ajudam ainda a prolongar o prazo de validade dos alimentos pois produzem
metabolitos antimicrobianos com baixo peso molecular que consistem em &cidos
organicos, acidos gordos hidroxilados, dipeptideos ciclicos, etanol, peroxido de
hidrogénio, diéxido de carbono, diacetilo, bacteriocinas, antibiéticos e compostos
fendlicos®°2, Entre os cidos organicos, destacam-se o &cido latico, acético, fenilatico e
p-OH-fenilatico como tendo um papel significativo na inibi¢do do crescimento de fungos
e bactérias em produtos fermentados como o p&o®. A atividade antiflingica das LAB
ainda ndo esta totalmente elucidada, contudo estas bactérias podem ser uma boa

alternativa na reducéo da contaminacdo microbiana, dependendo sempre da estirpe das
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LAB e das espécies e estirpes dos microrganismos deteriorantes®®. Um exemplo prende-
se com a inibic¢do do crescimento de B. subtilis em produtos de panificagéo por parte das
LAB, que mostrou ser bastante eficaz>°.

2.3.3.3. Embalamento em atmosfera modificada

A deterioracdo dos alimentos pode ser reduzida através da modificacdo da
atmosfera que se encontra em redor destes, de forma a reduzir a concentragdo de oxigénio,
aumentando consideravelmente o seu prazo de validade. Este facto acontece devido
principalmente a uma reducéo na taxa de oxidacdo pelo oxigénio e consequente reducao
no crescimento de microrganismos aerdbicos. O embalamento em atmosfera modificada
(MAP, Modified Atmosphere Packaging) é uma das técnicas usadas para reduzir o
oxigénio em redor dos alimentos®. Esta técnica é muito utilizada no embalamento de
produtos de panificacdo, sendo definida como “o embalamento de produtos alimentares
num filme com uma boa barreira, no qual o ambiente gasoso é alterado para diminuir as
taxas de respiracdo, reduzir o crescimento microbioldgico e retardar a deterioragdo
enzimatica, com a intencdo de prolongar a vida util”®*. Mais detalhadamente, o MAP
consiste na remocdo do ar da embalagem do alimento e a sua substitui¢cdo por um gas ou
mistura de gases, onde a embalagem é logo de seguida selada a quente, 0 que vai aumentar
0 prazo de validade dos alimentos®®. O MAP controla ou reduz o crescimento de diversos
microrganismos indesejdveis nos alimentos. Na sua maioria 0 crescimento de
microrganismos aerobicos € impedido em produtos embalados, enquanto 0s
microrganismos anaerobicos e anaerobicos facultativos podem crescer, a menos que

outras técnicas adicionais sejam usadas para controlar o seu crescimento®®.

A escolha da atmosfera especifica a ser introduzida na embalagem depende de
muitos fatores, como a flora microbiana ser capaz de crescer no alimento, a retencdo da
estabilidade deste, a prevencao da sua deterioracao oxidativa, os requisitos de estabilidade
da cor e a sua sensibilidade aos diferentes gases®®. Assim, os principais gases utilizados
especificamente em produtos de panificacdo incluem o diéxido de carbono e o azoto.
Estes dois gases sdo maioritariamente utilizados pois ndo sdo perigosos para a saude
humana e néo s&o considerados aditivos alimentares®*. Relativamente ao azoto, este é um
gas inerte que tem sido usado como gas de enchimento de embalagens para evitar o seu

colapso, uma vez que apresenta uma baixa solubilidade em agua e em lipidos em
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comparacdo com o didxido de carbono. Para além de evitar o colapso das embalagens,
vai também permitir alcancar todos os efeitos da adi¢do de didxido de carbono®3. Por
outro lado, 0 azoto é ainda usado para substituir o oxigénio de formaa inibir o crescimento
de organismos aerobicos®’. Ja o didxido de carbono é o gas mais importante em produtos
de panificacdo embalados a gas®. E considerado bacteriostatico e fungistatico, pois
aumenta a fase de atraso e o tempo de geracéo durante a fase logaritmica de crescimento
dos microrganismos. A eficacia do dioxido de carbono é influenciada pela sua
concentracdo inicial e final, pela temperatura de armazenamento, pela flora microbiana
presente e pelas caracteristicas do produto. O crescimento microbiano é reduzido em altas
concentragOes de dioxido de carbono numa variedade de alimentos e esse efeito aumenta
a medida que a temperatura de armazenamento diminui®®. No entanto, nem todos os
microrganismos séo sensiveis ao CO2, como por exemplo as LAB, C. perfringens e C.
botulinum. De uma forma geral o0 CO> é mais eficaz em alimentos onde 0s organismos de

deterioracio consistem em bactérias psicotropicas gram-negativas e aerdbicas®’.

O MAP é usado em produtos de panificacdo para diminuir o crescimento dos
microrganismos de deterioracdo deste tipo de produtos, tais como os bolores. O oxigénio
é um elemento essencial que permite o crescimento rapido de bolores no produto ou que
faz com que o recheio ou cobertura de um produto a base de manteiga se torne
rapidamente rangoso>*. De acordo com estes factos e como forma de prevencdo da
deterioracdo por microrganismos em produtos de panificacdo, considera-se que bolos que
contém 0,07% de sorbato de potassio e embalados em 50% de CO2 e 50% de N
apresentam um prazo de validade de 14 dias em temperatura ambiente. Numa mistura de
60% de CO2 e 40% de N2, 0 seu prazo de validade é aumentado para 30 dias se a
temperatura for mantida abaixo dos 24°C>’. Como o COz e o N sdo dois gases eficazes
na técnica do MAP, no que toca aos produtos de panificacdo as misturas mais
recomendadas incluem 100% de CO2 ou 100% de N2°.

2.3.3.4. Controlo das aguas

A &gua é um ingrediente muito importante na producdo de produtos de panificacdo
ou pode entrar em contacto com qualquer produto por via da lavagem de equipamentos e
superficies por onde o produto passa. Deste modo, é fundamental o controlo da sua

qualidade. E importante garantir que a 4gua destinada ao consumo humano seja salubre,
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limpa e desejavelmente equilibrada, na medida em que ndo contenha nenhum
microrganismo, parasita ou substdncia em quantidade ou concentracdo que possa
constituir um perigo potencial para a satde humana®®. Deste modo, o Decreto-Lei n°
306/2007, de 27 de Agosto, estabelece o regime da qualidade da agua destinada ao
consumo humano, procedendo a revisdo do Decreto-Lei n.° 243/2001, de 5 de Setembro,
que transpds para o ordenamento juridico interno a Diretiva n.° 98/83/CE, do Conselho,
de 3 de Novembro, tendo por objetivo “proteger a saide humana dos efeitos nocivos
resultantes da eventual contaminacdo dessa agua e assegurar a disponibilizacdo
tendencialmente universal de agua salubre, limpa e desejavelmente equilibrada na sua
composicgdo, estabelecendo ainda os critérios de reparticdo da responsabilidade pela
gestdo de um sistema de abastecimento publico de 4gua para consumo humano quando a

mesma seja partilhada por duas ou mais entidades gestoras™®®.

Os valores paramétricos referentes a presenca de microrganismos para a agua
destinada ao consumo humano utilizada numa empresa da inddstria alimentar e descritos
no Decreto-Lei®® acima mencionado so os seguintes: Escherichia coli (E. coli) - 0 N/100
ml e Enterococos - 0 N/100 ml. Relativamente aos parametros quimicos devem ser
considerados 0s seguintes parametros com os respetivos limites: Acrilamida - 0,10 pg/l;
Antiménio - 5,0 ug/1 Sb; Arsénio - 10 pg/l As; Benzeno - 1,0 pg/l; Benzo(a)pireno - 0,010
pg/l; Boro - 1,0 mg/l B; Bromatos - 25 pg/l BrO3; Cadmio - 5,0 pg/l Cd; Cromio - 50 ug/l
Cr; Cobre - 2,0 mg/l Cu; Cianetos - 50 ug/l Cn; 1,2 dicloroetano - 3,0 pg/l; Epicloridrina
- 0,10 pg/l; Fluoretos - 1,5 mg/l F; Chumbo - 25 pg/l Pb; Mercurio - 1 pg/l Hg; Niquel -
20 pg/1 Ni; Nitratos - 50 mg/l NOgz; Nitritos - 0,5 mg/l NO»; Pesticida individual - 0,10
ng/l; Pesticida total - 0,50 pg/l; Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) - 0,10
pg/l; Selénio - 10 pg/1 Se; Tetracloroeteno e tricloroeteno - 10 pg/1; Trihalometanos - total
(THM) -150 pg/l; Cloreto de vinilo - 0,50 pg/l. Por sua vez, os parametros indicadores
(parametros cujo valor deve ser considerado como valor guia, nos termos do Decreto-Lei
n.° 306/2007 de 27 de Agosto) incluem: Aluminio - 200 pg/1 Al; Amonio - 0,50 mg/l NHg;
Calcio - mg/l Ca; Cloretos - 250 mg/I Cl; Clostridium perfringens (incluindo esporos) - 0
N/100 ml; Cor - 20 mg/l PtCo; Condutividade - 2 500 uS/cm a 20°C; Dureza total - mg/I
CaCOs; pH - > 6,5 e < 9 unidades de pH; Ferro - 200 ug/l Fe; Magnésio - mg/l Mg;
Manganés - 50 ug/l Mn; Microcistinas — LR total - 1 pg/1; Cheiro, a 25°C - 3 Factor de
diluicdo; Oxidabilidade - 5 mg/l Oz; Sulfatos - 250 mg/l SO4; Sédio - 200 mg/l Na; Sabor,

a 25°C - 3 Fator de diluicdo; Numero de coldnias - Sem alteracdo anormal N/ml a 22°C;

25



Numero de coldnias - Sem alteracdo anormal N/ml a 37°C; Bacteérias coliformes - 0 N/100
ml; Carbono organico total (COT) - Sem alteragdo anormal mg/l C; Turvagdo - 4 UNT;
a -total - 0,5 Bq/l; B -total - 1 Bg/l; Tritio - 100 Bg/I; Dose indicativa total - 0,10 mSv/ano;
Desinfetante residual - mg/l. Deste modo, para o correto controlo e utilizacdo da agua
utilizada nas producgdes e para limpeza de equipamentos e superficies, todos estes
parametros tém de ser avaliados e encontrar-se em conformidade com 0s respetivos

limites.

2.3.3.5. Higienizacao

Como o ambiente de producdo e processamento de alimentos é uma das principais
fontes de contaminacdo, sendo o ar um importante disseminador de esporos de fungos, o
controlo higiénico do ambiente fabril, ar e superficies de trabalho, € uma das maneiras de
evitar o problema de deterioracio precoce dos alimentos por microrganismos®. A
higienizacdo ¢ a aplicacdo de métodos especificos ou substancias a uma superficie limpa
para destruir microrganismos patogénicos e mesmo nao patogénicos, de forma a reduzi-
los para niveis considerados seguros do ponto de vista da satide pablica*. Contudo, este
conceito de higienizacao nao pode ser separado do conceito de limpeza, pois é impossivel
higienizar uma superficie se esta ainda se encontrar suja. Assim, a higienizacdo é uma

etapa importante, mas ndo pode ser alcancada sem as etapas anteriores de limpeza®.

A limpeza consiste na remoc¢do da sujidade encontrada nas superficies e evita a
acumulacao de residuos alimentares que podem decompor-se ou levar ao crescimento de
microrganismos deteriorantes®. A sujidade num sistema de processamento de alimentos
é composta de matéria organica (proteinas, gorduras e hidratos de carbono) e de matéria
inorganica. Assim, os agentes de limpeza ou detergentes sdo compostos quimicos,
quelantes, acidos, entre outros, que vao remover a matéria organica e inorganica,
deixando as superficies limpas, mas no totalmente desinfetadas®?. Assim, procedem-se
depois as técnicas de higienizacdo que vao destruir microrganismos patogénicos e outros

para niveis aceitaveis pelas autoridades sanitarias.

Na higienizacéo séo utilizados desinfetantes que, apos a aplicacao dos detergentes,
vao ter o principal papel de eliminar microrganismos indesejaveis existentes nas
superficies. Os desinfetantes sdo produtos quimicos que para serem considerados como

tal devem reduzir a populagdo dos organismos S. aureus e E. coli, em 99,999%, dentro
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de 30 segundos, apds a aplicacdo a 20°C*. So utilizados muitos desinfetantes quimicos
no processo de higienizagcdo, como os halogénios (compostos de cloro e de iodo),
compostos quaternarios de amodnia e varios acidos*. Mais concretamente, aqueles que
geralmente sdo autorizados pelas autoridades reguladoras e usados pelas industrias de
alimentos sdo o cloreto de benzalcédnio, a biguanida, o &cido peracético, a amdnia
quaternéria e o hipoclorito de sdédio, além de outros produtos & base de compostos
fendlicos®. O 4acido peracético mostrou ser o desinfetante com melhor atividade
antifangica perante os fungos geralmente deteriorantes de produtos de panificacéo,
seguido do cloreto de benzalconio®. Em contrapartida o hipoclorito de sédio e a
biguanida ndo demonstraram atividade antifingica adequada e ndo foram considerados
bons desinfetantes para o controlo de fungos nas industrias de panificag&o.

O processo de higienizacdo, para ser bem-sucedido e ter resultados positivos na
seguranca dos alimentos, depende ndo s6 das caracteristicas dos desinfetantes utilizados
e do modo como sdo empregados, mas também das caracteristicas dos microrganismos
presentes no local. Os biofilmes sdo exemplos de incrustacdes ligadas as superficies de
equipamentos e que sdo identificadas como um conjunto de células microbianas,
incluindo patogénicas, envolvidas em substancias poliméricas extracelulares (EPS -
extracellular polymeric substances) hidratadas. As EPS sdo caracterizadas por matéria
organica e inorganica, como polissacarideos, proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos,
entre outros®®. Os biofilmes podem ser bastante resistentes a alguns desinfetantes, em
comparagdo com as células dispersas livremente em solugio®. Este facto deve-se
principalmente & possibilidade de os desinfetantes perderem a sua eficicia quando
atingem 0s microrganismos, uma vez que podem reagir primeiramente com a matéria
organica do biofilme®2. Deste modo, a ligacdo de microrganismos patogénicos a
superficies de contacto com alimentos, formando biofilmes, pode levar a potenciais
problemas de higiene, pois estes fornecem um reservatdrio de contaminacdo. De forma a
que os biofilmes sejam removidos efetivamente e o seu possivel desenvolvimento
controlado, é importante conhecer a sua localizagdo para que os agentes de limpeza
cheguem aos locais onde se encontram e removam o biofilme e, consequentemente, o
desinfetante, durante o processo de higienizacdo, elimine o méximo de contetdo
microbiano®%2, Para tal, ¢ muito importante desenvolver métodos de limpeza e
desinfecdo, bem como sistemas de controlo em ambientes de processamento de

alimentos. Deste modo, as Boas Préaticas de Fabricagdo (GMP - Good Manufacturing
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Practice) e o Plano HACCP foram estabelecidos com o objetivo de controlar a qualidade
e a seguranca dos alimentos, bem como os procedimentos de limpeza no local (CIP -
Cleaning-in-place) onde séo aplicadas todas as técnicas de higienizag4o®.
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3. Enquadramento do trabalho de estagio em ambiente
empresarial

S&o muitos os fatores que influenciam e que levam ao aparecimento de contaminagfes
e ao crescimento de microrganismos patogénicos nos alimentos, bem como séo varias as
medidas que podem ser tomadas para reduzir essa probabilidade. Nos produtos de
panificacdo/confeitaria mencionados, o maior problema encontrado foi o aparecimento
de contaminacdo bioldgica, mais propriamente de bolores, ap6s algum tempo de
armazenamento, mas ainda dentro do prazo de validade. Apds reunir toda a informacéo
acerca do estado de arte deste tema, percebeu-se que séo varios 0s parametros que podem
ser estudados e avaliados de forma a se conseguir proceder a melhoria da qualidade destes
produtos. Ficou-se a perceber que fatores intrinsecos e extrinsecos aos produtos, como a
atividade da agua, pH e humidade relativa, composicdo atmosférica das embalagens,
influenciam bastante o aparecimento de microrganismos, bem como a higienizacéo da
linha de producéo e ambiente fabril. Deste modo, o trabalho prético realizado centrou-se
na pesquisa e andalise de possiveis fontes e pontos de contaminagdo em toda a linha de
producdo dos bolos e croissants, olhando em especial para o ar ambiente e para a
higienizacdo de equipamentos e superficies. Analisaram-se ainda parametros como o pH,
a atividade da agua, a humidade relativa e o correto embalamento dos produtos em
atmosfera modificada, que poderiam de alguma forma influenciar o desenvolvimento de

bolores.
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4. Analises de controlo de qualidade

As andlises de controlo de qualidade realizadas na empresa, referentes ao bolos e
croissants produzidos, dividiram-se em controlo analitico e controlo microbioldgico e
tiveram como principal objetivo garantir a seguranca e qualidade dos produtos
produzidos. O controlo analitico € realizado ao longo de todas as producgdes pelos
analistas e no controlo microbioldgico é realizado um estudo para todas as producées ao

longo de 16 semanas, chamado de Estudo de Vida Util.

4.1. Controlo Analitico

O controlo analitico realizado ao longo de todas as producdes baseia-se na analise
de parametros especificos relativos ao produto nas suas duas principais fases, produto
intermédio (cozido e sem recheio) e produto acabado, bem como na anélise de parametros
especificos relativos aos cremes e as madres (fermento natural). Na tabela 3 sédo
identificados os diferentes parametros analiticos que sdo avaliados nas diferentes fases do
produto. S&o ainda analisadas as matérias-primas utilizadas na producdo das massas e
cremes. Estes controlos visam a obteng&o de um produto com qualidade e de acordo com

0s parametros estabelecidos.

Tabela 3 - Parametros analiticos avaliados em cada fase do produto (produto intermédio e produto
acabado), cremes e madres.

Produto Intermédio | Produto Acabado Cremes Madres
Cor pH pH pH
% Gordura aw aw Temperatura
% Humidade % Humidade Viscosidade Acidez

Temperatura

Comprimento

Peso

No ambito do controlo analitico, foram realizados controlos a diversos parametros

relativos aos diferentes produtos. Todos estes controlos foram registados em documentos

apropriados, fiaveis e de facil acesso pela empresa.
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4.1.1. Controlo do pH

O controlo do pH foi realizado as matérias-primas
aquando da sua rececdo pela empresa, aos cremes apds o
tempo de armazenamento estipulado e aquando da sua
utilizacdo na producéo e ao produto acabado de hora a hora

ao longo de todas as producdes.

O pH foi medido a partir de uma diluicdo de 10 g da
amostra num copo com 90 mL de &gua destilada (100 mL .
Figura 6 — Representacdo de um
no caso dos cremes) apods 30 minutos de repouso. A leitura medidor de pH de bancada
L . . Sartorius Docu-pH+ Meter
foi direta utilizando um medidor de pH de bancada

Sartorius Docu-pH+ Meter (Figura 6).

4.1.2. Controlo da atividade da agua
A aw foi medida nos cremes ap6s o tempo de
armazenamento estipulado e aquando da sua utilizacdo na

producéo e no produto acabado de hora a hora ao longo das

producdes.

| medida di @
A ay foi medida diretamente no creme e no produto e
&
moido, utilizando o aparelho de medi¢do AqualLab Pre — Figura 7 — Representagdo de um

B ; ; e medidor da aw AqualLab Pre —
Water Activity Analyzer (Figura 7). A leitura foi direta, Water Activity Analyzer

registando-se o valor dado pelo aparelho.

4.1.3. Controlo da % de gordura e % de humidade

A % de gordura foi controlada apenas no produto intermédio
(produto cozido e com recheio), enquanto a % de humidade foi
controlada quer no produto intermédio quer no produto acabado.
Estes dois parametros foram medidos a partir do equipamento
InfraAlyser Zeutec SpectraAlyzer (Figura 8). Neste equipamento
existem dois programas distintos, um para a medicdo da % de

gordura e humidade do produto intermédio e outro para a medicao

da % de humidade do produto acabado. Figura 8 — Representacio

do aparelho InfraAlyser
Zeutec SpectraAlyzer
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4.1.4. Controlo da viscosidade dos cremes

A viscosidade dos cremes foi analisada ap6s o
armazenamento. Este pardmetro € aquele que define se os
cremes se encontram aptos para utilizacdo, ou seja, se
apresentam a consisténcia adequada para serem injetados nos
bolos e croissants.

A viscosidade foi determinada a partir da utilizagdo de um
viscosimetro mecénico Brookfield Viscometer Model RVT
(Figura 9) com o T respetivo para a viscosidade a determinar
(neste caso o TD). O valor determinado para a viscosidade nao
é direto, logo o valor detetado no aparelho tem de ser
multiplicado pelo coeficiente de 2000.

Quando os cremes apresentam um valor de viscosidade fora

Figura 9 — Representacdo
do viscosimetro mecéanico
Brookfield Viscometer
Model RVT

da gama aceitavel para utilizacdo como recheio, estes sdo reprocessados ou armazenados

no frio durante mais 4 dias, para que atinjam a consisténcia pretendida.

4.1.5. Controlo da acidez das madres (fermento natural)

As madres utilizadas na producdo da massa foram analisadas quanto a sua acidez uma

vez por turno e 10 minutos antes de sairem para regeneracdo ou para a producdo. Esta

analise permite controlar o seu estado de fermentacao.

A acidez foi medida a partir de uma titulacdo manual colorimétrica utilizando como

indicador a fenolftaleina e como titulante uma solucdo de NaOH 0,4%.

4.1.6. Controlo da cor

O controlo da cor foi realizado ao produto intermédio apés a
cozedura. Esta medicéo foi feita nas duas extremidades do produto
e no seu centro utilizando o aparelho Minolta Baking Metter BC-

10 (Figura 10). O resultado surge em Bcu e corresponde a média

direta das trés leituras.

Figura 10 — Representacdo
do aparelho de medicdo de
cor Minolta Baking Metter
BC-10
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4.2. Controlo Microbioldgico

O controlo microbiologico é realizado ao produto acabado ao longo de toda a sua
vida util (14 semanas + duas), as matérias-primas (soro de leite, farinha, cacau e gema de
0Vv0), aos cremes e as aguas utilizadas para consumo humano. S&o feitas andlises a
mesdfilos (contagem total), coliformes, leveduras, bolores e enterobatérias. No caso
especifico das aguas sao feitas analises a mesofilos, coliformes e enterococcus. Para além
disso, sdo ainda realizados inUmeros testes de superficie, com a utilizacdo de zaragatoas,
para verificacdo da correta higienizacdo de equipamentos, superficies e utensilios da linha
de producdo. Exceto para a agua, estas analises sdo tratadas por contagem em placa por

incorporacao.

4.2.1. Amostragem

a) Recolha e preparacédo de amostras de produto acabado, cremes e matérias-

primas

A recolha de amostras foi inicialmente realizada através de uma selecdo. O produto
acabado foi recolhido de acordo com o plano de recolhas definido para 0 ano em questao.
Em relacdo as matérias-primas, estas foram recolhidas diretamente das suas embalagens
e 0 ponto de recolha foi escolhido garantindo uma boa amostragem e o local de violagéo
foi selado com uma etiqueta identificativa e destinada para o efeito. As amostras de
produto acabado foram trituradas de forma homogénea, tendo sido utilizadas 10 g de

amostra, que foram colocadas num frasco Schott com agua peptonada.

b) Recolha e preparacdo de amostras de superficie

As amostras de superficie foram recolhidas com o auxilio de uma zaragatoa, sendo o
recipiente preenchido com agua peptonada. A zona de amostragem foi de 10 cm? e as

analises foram efetuadas num periodo maximo de 2 dias.

c) Recolha de amostras de agua

As amostras de agua foram recolhidas em pontos especificos como torneiras de

balneéarios, bebedouros, maquina do gelo, refrigerador e agua utilizada na producdo das
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madres. Para as amostras recolhidas de torneiras, estas foram desinfetadas com alcool a
70% e flamejadas para eliminar qualquer tipo de microrganismos que possam ai se
encontrar e por em causa a anélise da 4gua. A recolha das amostras foi feita em ambiente
de assepsia, sempre com a chama acesa 0 mais proximo possivel. Quer as aguas quer o

gelo foram colocados em frascos esterilizados e fechados.

4.2.2. Diluictes

Para as analises feitas ao produto acabado, cremes, matérias-primas e também testes
de superficie, foi necesséario proceder a realizacdo de trés diluicbes (107, 102 e 107%).

Estas foram efetuadas de acordo com o diagrama apresentado na Figura 11.

Todas as operagdes de diluicdo devem ser realizadas em ambiente controlado e em

maxima assepsia, ou seja, efetuada a chama ou dentro de uma camara de fluxo laminar.

1mL 1mL 1mL

./\./\./\.
'

+9mL agua +9mL agua | +9mL agua

; ouU peptonada peptonada peptonada
Solucio 10!
mae
ImL ImL ImL
Placas PCA
Placas VRB j !
Placas CGA

Figura 11 - Diagrama referente as diluicBes a realizar e sua distribuicdo pelas diferentes placas
de incubacéo
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4.2.3. Andlise de produto acabado, cremes, matérias-primas e testes de
superficie

Apos a realizagdo das diferentes diluigdes das amostras de produto acabado, cremes,
matérias-primas e testes de superficie, estas foram distribuidas pelas respetivas placas de
incubacdo (Figura 11). Para cada amostra foram identificadas 12 placas de petri, para as
3 diluicdes e para as 4 analises a realizar, ou seja, para 0s 4 meios de cultura utilizados.
Na Tabela 4 encontra-se a informacao relativa aos meios de cultura utilizados em cada

analise, assim como a temperatura e o tempo de incubagdo necessarios.

Para cada andlise, apds a incubacdo das placas, foi feita a contagem dos
microrganismos/colonias existentes. No caso especifico das enterobactérias, contaram-se
as coldnias caracteristicas (rosa-roxo-purpura sem halo) e de seguida isolaram-se e
repicaram-se pelo menos 5 dessas colonias em placa com o meio agar. Ap6s a incubacao

contaram-se as coldnias viaveis.

Tabela 4 — Incubacéo de placas - meio de cultura, temperatura de incubacéo e tempo de incubacéo
para cada agente a analisar

Meio de Temperatura de Tempo de
Agente . ~ . ~
cultura incubacao incubacao
Coliformes VRB 37°C 2 dias
Contagem Total / Meso6filos PCA 30°C 3 dias
Bolores e leveduras CGA 25°C 5 dias
Enterobactérias VRBG 37°C 24+2h

4.2.4. Anélise de aguas

a) Analise de contagem total (mesofilos)

Na andlise de contagem total das aguas foram analisados 0s microrganismos
mesofilos que crescem a 22°C e 0s microrganismos que crescem a 37°C. Esta analise foi
realizada em placa por incorporagéo, utilizando como meio de cultura o Tryptone Yeast
Extract Agar. A incubacéo foi feita durante 48 horas para as placas a 37°C e durante 72

horas para placas a 22°C.
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b) Analise de coliformes e enterecoccus

Nas anélises de coliformes e enterococcus as amostras de &gua foram filtradas
utilizando uma rampa de filtragdo a vacuo. Foram também utilizadas membranas de
filtracdo apropriadas para cada agente de pesquisa e com 0 meio correspondente. Para a
analise de coliformes foi utilizada uma membrana com o meio de Lactose TTC Agar with
Tergitol 7 — TTC 0,05%. Para a andlise de enterococcus foi utilizada uma membrana de

filtracdo Enterococcus Seletive Agar acc to Slanetz and Bartley.

Apbs a filtracdo as membranas foram colocadas em placas de petri para serem

incubadas respeitando as seguintes temperaturas e tempos:

e Coliformes — 37°C durante 24 horas;

e Enterococcus — 37°C durante 48 horas.

Apds a contagem das coldnias existentes, caso existam colonias de coliformes totais
de cor roxa escura/bordeaux e com brilho metélico que poderao indicar a existéncia de

coliformes fecais, procedeu-se a sua repicagem.

Repicagem

Para todas as colonias com suspeita de serem coliformes fecais foi realizada
primeiramente uma analise de repicagem em placa utilizando o meio de cultura Caso
Agar, com uma incubacéo de 24 horas a 37°C. De seguida foram feitos os testes efetivos
de repicagem de uma colonia suspeita. Em primeiro lugar realizou-se o teste Bachident
Oxidase para detecdo de coliformes fecais como por exemplo Streptococcus, Listeria,
Staphilococcus, Enterobactereacea e s6 depois se realizou o teste Bachident Idole para

detecdo de E. coli.

Interpretacdo dos resultados:

¢ Rosa acastanhado — positivo

e Amarelo — negativo
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4.3. Acompanhamento de Auditoria interna

De acordo com a definicdo do Institute of Internal Auditors (11A)%, uma auditoria
interna € uma atividade independente, de avaliacdo objetiva e de consultoria, que tem
como objetivo acrescentar valor e melhorar as operagdes de uma organizacdo. Ela
pretende ajudar a organizagdo na concretizacdo dos seus objetivos através de uma
abordagem sistematica e disciplinada, na avaliacdo da eficacia da gestdo do risco, do

controlo e dos processos de governacao.

A realizagdo do acompanhamento de uma auditoria interna de qualidade e
seguranca, teve como principais objetivos perceber quais a principais falhas na
higienizacdo da linha de producéo dos bolos e croissants e detetar possiveis pontos de

contaminacéo do produto.

Ao longo do acompanhamento da auditoria interna na linha de producéo dos bolos
e croissants foram detetadas algumas ndo conformidades como a higienizacdo deficiente
de alguns equipamentos e superficies. Deste modo, alguns dos pontos identificados iriam
ser analisados quanto ao seu conteldo em microrganismos deteriorantes (explicado a

frente no ponto 3).

4.4. Acompanhamento da linha de producao

A linha de producdo dos bolos e croissants divide-se principalmente em duas
partes distintas, a producdo dos cremes de chocolate e baunilha e a producao em série do

produto final em si.

Os principais objetivos do acompanhamento da linha de producdo, quer dos

cremes, quer do produto final, foram:

e Perceber todo o processo de producédo do produto;
e Detetar falhas/pontos fracos na producéo;

e Detetar procedimentos menos corretos realizados pelos operadores.
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4.5. Analise do plano HACCP da linha de producéo

Como o plano HACCP é um sistema que identifica, avalia e controla os perigos e
riscos que sdo significativos e possiveis de ocorrer nos diferentes géneros alimenticios ao
longo de toda a cadeia alimentar®, a linha de producéo dos bolos e croissants apresenta
um plano HACCP desde a rececdo das diferentes matérias-primas até ao armazenamento
do produto final. A sua analise teve como principais objetivos perceber quais 0s principais
pontos criticos de controlo (PCC’s) da linha de producéo e detetar outros que poderiam

ser importantes de controlar.

Os principais PCC’s da linha de producgéo prendem-se com o controlo de perigos
fisicos, através da crivagem de matérias-primas como a farinha, da crivagem do Dimodan
e dos cremes aquando a sua transferéncia para os tanques de armazenamento e para as
agulhas de injecdo do creme. Para além disso, o controlo de perigos fisicos é ainda feito
através da utilizacdo de detetores de metais. Outro PCC importante é o controlo do
doseamento do sorbato de potassio, usado como conservante na producdo dos cremes, e
do propionato de calcio, usado na producdo da massa, que pretende controlar perigos
microbioldgicos se a dosagem utilizada for inferior ao pretendido e também perigos
quimicos se a sua dosagem ultrapassar a dosagem maxima legislada (2kg/1000kg de

creme e 3kg/1000kg de massa).
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5. Andlise comparativa de dados de anos anteriores para
estudo de contaminacdes microbiologicas

Como problema de grande importancia na empresa onde foi realizado o estagio
curricular, é detetada frequentemente a contaminacdo microbioldgica dos produtos de
confeitaria/panificacdo produzidos. Essa contaminagao é caracterizada pelo aparecimento
de bolores, principalmente na zona de injecdo dos cremes, ou seja, nos pequenos orificios
que se fazem notar ap0s a penetracao das agulhas com creme no bolo ou croissant cozido
(Figura 12). O numero de reclamacdes devido a bolores, por milh&o de bolsas produzidas
(cpm) destes produtos é de 2,0.

As contaminagdes com bolores verificam-se maioritariamente nos bolos
cilindricos recheados com creme de cacau, onde sao recebidas varias reclamacdes, sendo
também frequentemente detetadas no estudo de vida Util que é realizado internamente na
empresa como controlo do produto para todas as producdes. Este facto pode ser
justificado a partir das percentagens de producdes com ocorréncia de contaminagdo com
bolores e das producfes com reclamacdes, em relacdo ao nimero de produgdes totais para
cada produto produzido (Figuras 13 e 14). E percetivel que cerca de metade das
producdes do bolo cilindrico (50,8%) apresentaram contaminac@es visiveis em pelo
menos uma unidade, bem como 35,6% das mesmas producbes totais receberam
reclamacdes. Para os restantes produtos, essas percentagens nao sdo téo significativas.
Deste modo, é possivel perceber a partir da detecdo de contaminacdo no estudo de vida
util do produto acabado e das reclamag@es recebidas, que existe uma ocorréncia bastante
frequente de contaminacdes do produto acabado, particularmente no bolo cilindrico. Este
facto motiva, portanto, a estudar e perceber quais as causas que levam a contaminacéo do
produto, para se conseguir diminuir ou mesmo eliminar este problema, aumentando assim

a sua qualidade.
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Figura 12 — Representacédo de dois exemplos de contaminagdo com bolores na zona
de injecéo dos bolos cilindricos
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Figura 13 - Percentagem de produg¢fes com ocorréncia de contaminagdo com
bolores vs total de producdes de 2018 e 2019 para cada produto produzido
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Figura 14 - Percentagem de producgdes com ocorréncia de reclamag6es vs total
de producdes de 2018 e 2019 para cada produto produzido
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Para avaliar a relevancia destes factos e para perceber quais os fatores que mais
os véo influenciar, foi realizado um estudo comparativo dos dados de anos anteriores
(2018 e 2019), referentes a diversos parametros que se considera poderem influenciar a
contaminacdo do produto acabado. Apesar de o bolo cilindrico ser o produto mais
atingido por estas contaminac@es, foram analisados os dados relativos a todos os produtos

que séo fabricados, de forma a servirem como pontos de comparagao.

Os parametros identificados como possiveis influenciadores no desenvolvimento
de microrganismos e contaminacdo do produto acabado sdo fatores intrinsecos ao
produto, como a aw, 0 pH e a percentagem de humidade e fatores externos ao produto,
como a temperatura a que este se encontra quando é embalado e a
composicdo/contaminacdo do ar atmosférico do ambiente fabril. Para além disso,
destacam-se ainda outros parametros, como o correto funcionamento das maquinas de
embalar, a correta higienizacdo da linha de producdo (equipamentos, utensilios e
espacos), bem como a contaminagdo microbioldgica dos cremes utilizados como recheio.
Né&o foi possivel avaliar e estudar todos os parametros indicados devido a interrupcéo do
estagio causada pelo Plano de Prevencado e Atuacdo face a pandemia de COVID-19, bem
como, para outros parametros, seria necessario um estudo alargado que néo era possivel
de ser realizado no tempo disponivel. Deste modo, serdo apresentados os resultados, quer
conclusivos, quer sem conclusdes solidas, dos seguintes parametros estudados: maquinas
de embalar, higienizacdo da linha de producéo, pH, % de humidade, aw e contaminacgéo

microbioldgica dos cremes.

41



5.1. Maquinas de embalar

A linha de producao de croissants e bolos recheados da empresa é composta por
varias maquinas de embalar, que embalam em série o produto final nas bolsas especificas
para cada tipo de produto. Para além disso, estas sdo ainda diferenciadas nas maquinas
que embalam apenas 0s croissants pequenos e nas maquinas que embalam os bolos
cilindricos e os croissants grandes e medios. Assim, neste estudo foram apenas
consideradas as maquinas que embalam os bolos cilindricos e os croissants grandes e
meédios, uma vez que os problemas de contaminagdo atingem na sua maioria 0s bolos
cilindricos. Dentro de todas as funcBGes que apresentam, as maquinas de embalar sdo
responsaveis pela selagem das embalagens. Logo, o seu correto funcionamento é de
extrema importancia para garantir que as embalagens sdo seladas de forma correta, de
maneira a ndo haver entrada de contaminagdes e humidade, que poderdo levar a

deterioracdo do produto.

Para tentar perceber se o funcionamento das maquinas utilizadas para embalar 0s
bolos cilindricos poderia ter alguma influéncia no aparecimento de contaminagdes,
reuniram-se os dados relativos as maquinas que embalaram as amostras que no estudo de
vida util apresentaram contaminacdo visivel com bolores, referentes aos dois anos
anteriores. O objetivo era verificar se existia algum tipo de padréo entre as diferentes
maquinas quando comparadas com o produto que embalaram, ou seja, se alguma das
maquinas de embalar poderia apresentar uma correspondéncia com um maior nimero de
amostras contaminadas, o que poderia significar que essa maquina estaria com problemas
no embalamento (na sua selagem principalmente). Verificou-se que as maquinas
correspondentes a um maior nimero de amostras contaminadas eram a 64 e 65 (Figura
15), o que induzia a que estas poderiam néo estar a funcionar corretamente e este ser um
fator de contaminacdo do produto. Contudo, este facto ndo foi esclarecedor, pois ao
mesmo tempo verificou-se que as recolhas de todas as amostras utilizadas nas analises do
estudo de vida util ndo eram uniformes. Através do namero médio de recolhas anuais (de
2018 e 2019) por maquina de embalar (Figura 16), verificou-se que existia uma maior
tendéncia para a recolha de produto das maquinas 64 e 65 em contraste com as maquinas
66 e 67, diferenca que era bastante significativa. As amostras utilizadas para as analises
microbioldgicas do estudo de vida Gtil sdo recolhidas pelos analistas ao longo de todas as

produgdes. As maquinas 64 e 65 sdo as que se encontram mais proximas da passagem
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para o laboratério onde sdo guardadas. Assim, os analistas poderdo ter a tendéncia de
fazer as recolhas nas maquinas mais préximas, o que pode justificar o maior nimero de
amostras recolhidas destas duas maquinas. Posto isto, devido a esta tdo elevada
discrepancia entre as recolhas das diferentes maquinas, ndo é possivel retirar qualquer
conclusdo acerca da influéncia do funcionamento das maquinas de embalar no
aparecimento de contaminagdes no produto acabado. Para se conseguir chegar a alguma
concluséo, seria importante realizar um estudo mais especifico e equilibrado focado no

funcionamento de cada maquina de embalar, ou seja, no seu correto embalamento.
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Figura 15 - NUmero de recolhas por maquina de embalar correspondentes a
amostras que apresentaram contaminacao visivel com bolores ao longo dos
anos 2018 e 2019
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Figura 16 — Numero médio de recolhas anual por maquina de embalar de
todas as amostras recolhidas nos anos 2018 e 2019 utilizadas no estudo de
vida util
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5.2. Higienizacéo da linha

Como o ar ambiente das inddstrias alimentares é considerado um importante
disseminador de esporos de fungos, ou seja, € uma fonte importante de contaminacao, a
correta higienizacdo do ambiente fabril, ar, utensilios e equipamentos de producgéo e o seu
elevado controlo sdo fatores extremamente importantes para reduzir e evitar a
contaminacdo dos produtos alimentares. Por esta razdo, este parametro foi considerado
importante na influéncia do aparecimento de bolores nos bolos e croissants, tendo sido

analisado neste estudo.

Comecou-se por avaliar se existia alguma correlacdo entre 0 nimero de dias que
a linha de producdo ficava por higienizar e as producGes em que houve aparecimento de
contaminacgéo no produto acabado. O objetivo foi perceber se a linha, ao ficar alguns dias
sem limpeza e higienizacdo, poderia levar ao desenvolvimento de microrganismos nas
superficies que posteriormente seriam mais dificeis de remover e, portanto, iriam
contaminar o produto ao longo da sua producdo. Esta andlise foi realizada através dos
registos de higienizagéo feitos pelos operadores, onde sdo indicados os dias em que cada
parte e elemento da linha de produgéo sdo higienizados, mais propriamente as zonas de

laminagem, injecdo e embalamento.

Pelos registos disponiveis e que foram analisados e comparados com as producdes
onde houve aparecimento de bolores, ndo foi possivel concluir que este facto va de
alguma forma influenciar a contaminacao. Primeiro, encontrava-se em falta um elevado
namero de registos semanais, 0 que nao permitiu avaliar todas as semanas de producéo e
comparar com todas as produ¢des com ocorréncia de contaminacao. Para além disso, das
comparagdes que foram possiveis de realizar, verifica-se que ndo h& diferengas
significativas entre as percentagens referentes aos diferentes nimeros de dias sem

limpeza de cada zona da linha de producéo (Figura 17).
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Figura 17 - Percentagens de produgdes em que se verificaram contaminagdes vs nimero de semanas
correspondentes aos dias em que cada zona da linha de producéo (laminagem, injecdo e embalagem)
se manteve sem limpeza

5.3. pH do produto acabado

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de pH referentes a 2018 e 2019 para 0s
bolos e croissants e respetiva gama 6tima. A empresa estabeleceu uma gama étima
(verde), uma gama aceitavel (amarelo) e uma gama de rejeicao (vermelho) para os valores
de pH do produto, apresentando cada tipo de produto gamas especificas. As gamas
Otimas, consideradas as mais relevantes para este estudo, variam entre o valor minimo de
pH de 5,5 e o valor maximo de 5,8. Em média, quer os valores de pH relativos ao bolo
cilindrico, quer os valores de pH dos restantes produtos, se encontram todos dentro das
suas gamas Otimas de pH estipuladas pela empresa. Para além disso, apesar de as médias
de cada producéo relativas ao bolo cilindrico apresentarem algumas oscilagcdes (Figura
18), ndo parece haver diferenca entre as médias das produ¢des onde houve contaminacao
com bolores das produgdes sem contaminacdo, ou seja, as oscilacdes ocorrem de forma
aleatoria e a maioria encontra-se na sua gama otima. Desta forma, ndo é possivel concluir
se 0 pH ou as suas oscilagdes apresentam alguma causa no aparecimento de bolores no

produto acabado.
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pH

Tabela 5 — Valores de pH referentes a 2018 e 2019 para o bolo
cilindrico e croissants e respetiva gama 6tima

Desvio
Padrao

+ 0,06 55-57
+0,07 56-58

Gama 6tima

Média

Bolo cilindrico
Croissant grande
de baunilha
Croissant grande
de chocolate
Croissant médio
Croissant pequeno
de baunilha
Croissant pequeno
de chocolate

+0,04 55-57
+0,07 55-57
+0,07 56-58

+ 0,06 55-57

5.50

545

5.40
535
530

245 0681012141618202122242526272830323436384041424446485051522 4 6 7 8 1011121416182022242628303234363840424446485052
Produgdes (n° da semana correspondente)

M Produgdes sem contaminagdo
M Producdes com contaminagio

Figura 18 - Médias dos valores de pH de cada producdo de bolo cilindrico, com distingdo das
producdes com e sem contaminacao.

A realizacdo da analise ao pH dos produtos acabados nédo € suficiente para se
retirarem conclusfes de que este parametro pode estar a influenciar o aparecimento de
bolores no produto acabado. Para além disso, ndo é possivel também saber se as gamas
Otimas estipuladas pela empresa sdo propicias ao desenvolvimento dos microrganismos
em questdo. Sabe-se que os bolores apresentam uma gama bastante extensa de pH a que
se conseguem desenvolver e, por isso, 0s valores 6timos a que os produtos sdo produzidos,
apesar de acidos e em conjugacdo com outras caracteristicas e com 0 uso de conservantes,

podem ser propicios ao seu crescimento. Deste modo, s6 se conseguiria justificar esta
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hipdtese se fosse realizado um estudo de vida Util com variagdes nos valores de pH do

produto.

5.4. % de humidade do produto acabado

A % de humidade dos alimentos é considerada a percentagem total de agua neles
existente, quer a agua livre, quer a agua ligada, e é importante para a garantia da sua
qualidade e estabilidade. Foram, por esta razdo, também analisados os dados existentes

para a humidade relativa do produto acabado, referentes aos dois anos anteriores.

Tal como para o pH, também para a % de humidade cada tipo de produto apresenta
uma gama 6tima especifica, que variam entre o valor minimo de humidade de 17,0% e o
valor maximo de 22,0% (Tabela 6). Apds o célculo das médias de todos os valores de
humidade de 2018 e 2019 relativos a todos os produtos fabricados, verificou-se que
apenas o croissant grande, quer com recheio de baunilha, quer com recheio de chocolate,
apresenta valores relativamente acima da gama Otima. Estes valores indicam que o
produto pode apresentar na maioria das suas produc¢des uma % de humidade mais elevada
do que o pretendido e que isto poderia levar a um aumento da probabilidade de
crescimento de microrganismos. Contudo, este produto ndo € aquele que apresenta mais
problemas de contaminacdo; mesmo sendo o segundo a apresentar mais contaminacao,
como visto na seccdo 5., esses valores ndo parecem ser relevantes. Assim, o bolo
cilindrico, ao ser o produto que efetivamente apresenta 0s maiores problemas e o seu valor
médio de humidade ndo se encontrar fora da gama 6tima, ndo é possivel perceber se este
parametro esta a influenciar de alguma forma o desenvolvimento de bolores. Para além
disso, tal como para o caso do pH, também para a % de humidade se verifica que as
médias de cada producdo relativas ao bolo cilindrico apresentam algumas oscilacdes
(Figura 19), mas que estas ocorrem de uma forma aleatéria, ndo se observando uma
diferenca de humidades entre as produgdes com contaminagdo e as producdes sem
contaminacdo. Também a maioria das médias das producgdes encontra-se dentro da sua
gama oOtima de humidade. Deste modo, ndo é possivel chegar a uma conclusdo apenas

com a comparagdo entre os valores médios da % de humidade de cada producéo.
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Tabela 6 - % de humidade referente a 2018 e 2019 para o bolo
cilindrico e croissants e respetiva gama 6tima

Média (%) E:;;’ég Gama 6tima

Bolo cilindrico _ +0,82 19,6 - 21,6

Croissant grande 214 +1.02 185-210
de baunilha ' - ' '

Croissant grande 212 +094 185-210
de chocolate ' - ' '

Croissant médio
Croissant pequeno
de baunilha
Croissant pequeno
de chocolate

+1,07 19,0-22,0
+0,83 17,0-19,0

+ 0,86 17,0-19,0

224

22,0

21,6

212 B

208

Humidade (%)
S
=

20,0

19.6

2456 81012141618202122242526272830323436384041424446485051522 4 6 7 8 1011121416182022242628303234363840424446485052
Produgoes (n® da semana correspondente)

M Produgdes sem contaminagiio
M Produgdes com contaminacio

Figura 19 - Médias dos valores de humidade de cada producgéo de bolo cilindrico, com distin¢éo
das produgdes com e sem contaminacao.

Relativamente aos valores 6timos que sdo pretendidos para o produto final, estes
sdo efetivamente baixos, ou seja, o produto acabado tem a caracteristica de, no geral,
apresentar uma % de humidade baixa. Contudo, sendo a humidade composta pela agua
livre e agua ligada, é possivel que, mesmo com uma quantidade de agua total baixa, a
percentagem de agua disponivel para uso pelos microrganismos seja elevada e permita o

seu desenvolvimento. Deste modo, foram também analisados os dados existentes
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relativos a aw do produto acabado, que foi considerado um pardmetro mais critico no que

toca ao crescimento de microrganismos.

5.5. Atividade da agua do produto acabado

A média calculada para todos os valores de aw de 2018 e 2019 relativos a todos 0s
produtos fabricados encontra-se na Tabela 7. Verificou-se que todos os tipos de croissants
apresentam um valor médio de aw dentro da sua gama 6tima, 0 que vai ao encontro do
facto destes produtos ndo apresentarem contaminacgdes significativas ou que sdo mesmo
escassas. Por esta razdo, e mesmo apesar dos valores de aw em si serem relativamente
elevados para o crescimento de microrganismos, ao permanecerem na gama Otima
estipulada pela empresa podera ajudar na reducdo de contaminagdes microbioldgicas

nestes produtos.

Tabela 7 — Valores de atividade da agua referentes a 2018 e 2019 para o bolo
cilindrico e croissants e respetiva gama 6tima

Média E:j;/g:g Gama 6tima
Global 0,865 0,011
- |,30|9 Sem bolores 0,864 0,011 0.76 - 0,860
cilindrico Com bolores 0,866 0,011
Reclamagdes 0,866 0,010
Croissant grande de baunilha 0,874 0,011 0,770 - 0,880
Croissant grande de chocolate 0,870 0,012 0,770 - 0,880
Croissant médio 0,861 0,008 0,810 - 0,880
Croissant pequeno de baunilha 0,843 0,012 0,750-0,855
Croissant pequeno de chocolate 0,834 0,013 0,750-0,855

Para o produto que apresenta mais problemas de contaminacdo, os bolos
cilindricos, o valor médio global obtido encontra-se relativamente fora da sua gama 6tima
(Tabela 7), o que podera indicar que as contaminag¢6es microbioldgicas podem estar mais
suscetiveis de ocorrer neste tipo de produto devido em parte a aw superior a gama otima.
Este resultado levou a efetuar as médias relativas aos valores de aw do bolo cilindrico
coincidentes com produgdes sem contaminagdo, producbes com contaminagdo e
producdes onde houve reclamacdes por parte de consumidores devido ao aparecimento
de bolores. Os trés valores medios obtidos também se encontram fora da gama oOtima

(Tabela 7), mesmo o correspondente as producfes sem contaminagdo. Contudo, pela
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Figura 20 é possivel verificar que as médias para a aw relativas as producdes com
contaminagdo e as producdes com reclamacdes sdo relativamente superiores & média
correspondente as producdes sem contaminagdo. Assim sendo, este facto pode indicar
que efetivamente o aparecimento de bolores nos bolos cilindricos vai ser bastante
influenciado pela aw que estes apresentam. Apesar da média da aw para as produgdes sem
contaminagdo se apresentar fora da gama Gtima, valores superiores vao levar a um
aumento da probabilidade de desenvolvimento de microrganismos. Deste modo, sera
bastante importante para a possivel reducdo de contaminagdes, o controlo rigido deste

parametro ao longo das producdes deste produto.
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Figura 20 — Médias dos valores de aw correspondentes as producdes globais, producfes sem
contaminacdo, produgdes com contaminacdo e producGes com reclamacdes dos bolos
cilindricos

Outro aspeto que suscitou interesse foi a aw dos cremes poder ser superior a aw do
produto intermédio, ou seja, do produto sem recheio, por levar ao aumento em grande
escala da aw do produto acabado, o que aumentaria a probabilidade de crescimento de
microrganismos. Para tentar perceber se efetivamente a aw dos cremes pode ter influéncia,
teria de se proceder a um estudo acerca da aw do produto intermédio, produto acabado e
cremes. Estas medigdes ndo foram possiveis de realizar devido a interrupgdo do estagio
por motivos da Pandemia de COVID-19 e por isso foi um dos trabalhos que ficou por

realizar.

Apos a realizacdo das médias da aw por producao, relativas as producdes dos bolos

cilindricos, verificou-se que ndo existem diferencas visiveis entre as produces com e
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sem aparecimento de contaminacdes com bolores (Figura 21). As oscilagdes que sdo
verificadas ocorrem de forma aleatéria. Um grande nimero de produgbes de bolo
cilindrico ndo apresenta valores de aw, devido ao equipamento de medicdo se ter
encontrado em manutencdo durante um largo periodo de tempo. Contudo, na maioria das
producdes com e sem contaminacao foi possivel avaliar a aw, encontrando-se as médias
fora da gama 6tima, ou seja, mais elevadas do que o pretendido. Deste modo, é possivel
concluir que mesmo que a aw do produto acabado tenha uma elevada influéncia no
crescimento de bolores, devido as oscilacbes deste parametro serem aleatorias, outros
parametros poderdo também estar na base da contaminacédo dos bolos cilindricos.
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M Produgdes com contaminagdo

Figura 21 - Médias dos valores de aw de cada producdo de bolo cilindrico, com distingdo das
produgdes com e sem contaminagao

5.6. Carga microbiologica dos cremes

Os cremes utilizados como recheio para os diferentes produtos sdo controlados
microbiologicamente, sendo recolhidos para andlise imediatamente antes de serem
injetados nos bolos e croissants. Posteriormente e num prazo de dois dias séo analisados
guanto ao contetdo em coliformes, mesofilos (contagem total), bolores, leveduras e
enterobactérias. Deste modo, foram estudados os resultados obtidos para as analises de
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contagem total (mesofilos) e de bolores dos diferentes cremes analisados ao longo dos
anos de 2018 e 2019, para perceber se apresentavam contaminacfes significativas que

pudessem vir a comprometer a seguranca dos bolos.

A Figura 22 mostra as percentagens totais de cremes que apresentavam carga
microbioldgica no que toca & analise de contagem total (mesofilos) e de bolores em
amostras recolhidas dos tanques de armazenamento e amostras recolhidas a partir das
agulhas de injecdo do creme. As percentagens de cremes com valores de contaminagéo
na gama considerada otima (verde) e na gama considerada aceitavel (gama amarela) sao
apresentadas na Figura 23. Verificou-se que 79,5% dos cremes dos tanques de
armazenamento e 88,9% dos das agulhas de injecdo apresentam carga microbioldgica no
que toca a analise de Contagem Total (mesdéfilos). J& as analises aos bolores apresentam
percentagens bastante reduzidas de contaminacdo dos cremes. Dos 79,5% de cremes dos
tanques com carga microbioldgica, aproximadamente metade (52,9%) apresentam
valores de contaminacdo na gama 6tima e outra metade (47,1%) na gama aceitavel
(Figura 23). Para os 88,9% dos cremes das agulhas com carga microbioldgica, 34,9%
apresentam valores de contaminacdo na gama 6tima e 65,1% na gama aceitavel. Estes
resultados mostram que a maioria dos cremes analisados e utilizados na producéo dos
bolos e croissants nos anos 2018 e 2019 apresentavam contaminag¢do microbioldgica e
que aproximadamente metade dos cremes apresentou esses valores de contaminacéo fora
da gama considerada Otima. Apesar de muitos dos cremes apresentarem valores de
contagem total na gama 6tima, ao apresentarem carga microbiol6gica, podem levar ao
aparecimento de contaminacdo a longo prazo nos produtos. Deste modo, é possivel
concluir que a carga microbiologica dos cremes utilizados como recheio é alta, o que

podera ser considerada uma possivel fonte de contaminacdo dos bolos e croissants.
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Figura 22 - Percentagens totais de cremes, recolhidos dos tanques de
armazenamento e das agulhas de injecdo, que apresentaram carga microbiolégica nas
analises de Contagem Total e de Bolores nos anos de 2018 e 2019
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Figura 23 — Percentagens totais de cremes, recolhidos dos tanques de armazenamento e das agulhas
de injecdo, que apresentaram carga microbioldgica na gama Otima (verde) e na gama aceitavel
(amarelo), referentes as analises de Contagem Total e de Bolores nos anos de 2018 e 2019

O célculo das médias dos valores obtidos nas analises microbioldgicas referentes
a contagem total das amostras dos tanques e das agulhas, dos cremes de chocolate (Tabela
8) utilizados em todas as producgdes em 2018 e 2019 permite verificar que o valor médio
global do creme de chocolate se encontra fora da sua gama Otima para a analise de
contagem total. Estes resultados devem-se ao facto de uma grande percentagem dos

cremes utilizados nas producbes terem apresentado valores na gama do amarelo
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(aceitavel), ou seja, a sua carga microbiologica € na maioria das vezes elevada, 0 que
pode ser um fator a favor da contaminacdo dos produtos. Deste modo, sendo os bolos
cilindricos os mais afetados pela contaminagdo, foram também calculadas as médias
referentes a estes produtos, para as analises de contagem total, para as diferentes amostras
(tanques e agulhas) e diferenciando ainda pelos cremes utilizados nas producdes sem
contaminagdo e nas com contaminacdo (Tabela 8). Para estes produtos, a média global
segue a linha verificada na média global do creme de chocolate. Também as medias
referentes as producdes com contaminacdo se encontram fora da gama 6tima, podendo
este ser um ponto de contaminacdo. Contudo, também as médias referentes as producgdes
sem contaminacdo se apresentam fora da sua gama 6tima, ou seja, a carga microbioldgica
esta mais elevada do que o pretendido. Todavia, a partir do grafico representado na Figura
24 verifica-se que as médias das analises de contagem total referentes as produgdes com
contaminacdo se encontram relativamente mais elevadas do que as médias referentes as
producdes sem contaminagao, quer para as amostras retiradas dos tanques, quer para as
das agulhas. Este facto pode provar que a carga microbioldgica existente nos cremes pode
favorecer o aparecimento de contaminacgéo nos bolos cilindricos, principalmente se essa

carga tiver a tendéncia para ser mais elevada.

Tabela 8 — Contagem Total (mesofilos) referente as amostras dos
tanques de armazenamento e das agulhas de inje¢do dos cremes de
chocolate utilizados em todas as producges e na producdo dos bolos

cilindricos
Contagem Total
(UFC/g)
Tanque Agulhas
Global 2,0E+02 6,4E+02
Global 2,2E+02 6,4E+02
Bolo Produgbes sem | 4 7055 | 5 0E+02
cilindrico contaminagao
Produgbes com | 5 ge 5 | 6 0E+02
contaminagéo
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Figura 24 — Contagem Total (mesofilos) referente as amostras dos tanques de
armazenamento e das agulhas de injecdo dos cremes de chocolate utilizados na
producéo dos bolos cilindricos

Ao contrario do que se verificou anteriormente para as analises de contagem total,
as médias relativas ao contetido em bolores nos tanques de armazenamento dos cremes
de chocolate encontram-se dentro da sua gama Otima, quer para os cremes de chocolate
globalmente, quer para os cremes utilizados especificamente no recheio dos bolos
cilindricos (Tabela 9). Contudo, o contetido em bolores ndo é nulo em nenhum dos casos,
ou seja, existe alguma carga microbiol6gica no que toca aos bolores. Para as amostras
recolhidas das agulhas de injecéo, o valor médio encontra-se fora da sua gama étima. Para
além disso, através da Figura 25 € possivel verificar que as médias referentes as producdes
com contaminacdo sdo superiores as médias das producdes sem contaminagdo. Deste
modo, estes resultados vdo ao encontro da hipétese estabelecida de que os cremes
utilizados como recheio poderdo ser um dos pontos de contaminacdo dos bolos

cilindricos.
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Tabela 9 — Bolores referentes as amostras dos tanques de
armazenamento e das agulhas de injecdo dos cremes de
chocolate utilizados em todas as produgdes e na producgdo dos
bolos cilindricos

Bolores (UFC/g)
Tanque | Agulhas
Global 8,7E+00 | 1,3E+01
Global 8,5E+00 | 1,7E+01
Bolo | Productes sem [ e 60 | 1 1E+01
cilindrico |_contaminagao
F::rggtifﬁle:a‘;gg“ 85E+00 | 25E+01
3,5E+01
3,0E+01
2,5E+01 {
§’2,0E+01 [
> 1,5E+01
1,0E+01 [
5,0E+00 - i -
0,0E+00
Global Sem contaminagcdo Com contaminacdo

Producdes

m Tanque ® Agulhas

Figura 25 — Bolores referentes as amostras dos tanques de armazenamento e das
agulhas de injecdo dos cremes de chocolate utilizados na producdo dos bolos
cilindricos

As anélises realizadas aos cremes de chocolate utilizados como recheio nos bolos
cilindricos mostram que a carga microbioldgica que estes cremes possuem pode ser um
ponto de contaminacédo dos bolos. Assim, é de enorme importancia perceber o porqué de
0s cremes apresentarem tdo elevada carga microbioldgica e identificar medidas e arranjar

procedimentos para a reduzir ou mesmo eliminar.

Os resultados relativos as amostras retiradas das agulhas de injecdo, quer nas
analises de contagem total (Figura 24), quer nas analises ao conteido em bolores (Figura
25), foram sempre significativamente superiores aos respetivos resultados relativos as

amostras dos tanques de armazenamento. Esta evidéncia leva a crer que as proprias
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agulhas poderdo ser um ponto de concentracdo de microrganismos que vao ser
transferidos para os produtos apos a injecdo do creme nos bolos e, assim, justificar o
aparecimento de bolores maioritariamente nos seus orificios de injecdo. Esta
contaminacdo das agulhas pode dever-se a sua deficiente higienizacdo apds cada

producdo, muito possivelmente devido a sua forma e ao mecanismo de limpeza.

57



6. Trabalho que ficou por realizar e estudos futuros

Devido a pandemia de COVID-19 que surgiu em marco, o estagio curricular foi
interrompido e, por essa razéo, alguns dos trabalhos que estavam previstos realizar entre
mar¢o e maio ficaram pendentes. O objetivo principal seria realizar um extenso estudo
de andlises microbioldgicas a superficies, utensilios e ao ar ambiente. Para além disso,
outro estudo que ficou por realizar passava por analisar a atividade da dgua do produto
nas suas diferentes fases de produgéo.

6.1. Analises microbioldgicas

A realizacdo de analises microbioldgicas a superficies, utensilios e ao ar ambiente
de toda a linha de producdo tinha como principal objetivo confirmar alguns pontos
suspeitos de contaminacdo, bem como perceber se outros poderiam ser considerados
como tal e verificar a sua correta higienizacdo. A analise ao ar ambiente iria permitir
perceber se a ventilacdo existente ao longo de toda a linha de producéo se encontrava em

bom funcionamento e se também poderia ser uma forma de contaminacao dos produtos.

Alguns dos pontos que iriam ser analisados foram detetados como néo estando em
conformidade apo6s feita uma auditoria interna, bem como detetados durante o
acompanhamento da linha de producéo realizado. Na Tabela 10 encontra-se 0 mapa de
todas as analises microbioldgicas que foram planeadas realizar ao longo da linha de
producdo dos bolos e croissants. Na planificacdo sdo indicados quais os pontos a analisar,
0 tipo de andlise em cada ponto e qual a analise a realizar, ou seja, quais 0S
microrganismos a detetar, bem como qual a amostragem e em que altura realizar a sua
recolha. A Ultima coluna seria para colocar o dia e a hora previstos para realizar as
recolhas das amostras consoante o planeado. Na Figura 26 encontra-se a planta da linha
de producgédo com a indicacdo da localizagdo de todos os pontos de amostragem para a

realizacéo da analise ao ar ambiente.

Todas as analises iriam ser realizadas conforme os procedimentos utilizados no
controlo microbioldgico dos produtos. Apenas as anélises feitas ao ar ambiente diferem
em parte no procedimento que tem de ser realizado. As placas de ar utilizadas séo

primeiramente cheias com o meio de cultura correspondente para cada andlise e
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posteriormente sdo colocadas abertas nos locais especificos durante um tempo de
exposicdo de 20 minutos. Sdo de seguida incubadas da mesma forma que as restantes
placas para cada analise e lidas de igual forma. Apoés a leitura das placas e a interpretacdo
dos resultados obtidos em todas as andlises microbioldgicas, ir-se-ia, se necessario,
proceder a realizacao de um plano de acGes corretivas a fim de reduzir e mesmo eliminar

contaminag0es da linha de producéo.
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Tabela 10 — Planificacdo das analises microbioldgicas a realizar ao longo da linha de producéo dos bolos e croissants

Analise Pontos a analisar Tipo de analise Anélise a realizar Amostragem Altura da recolha Dia
Ar ambiente (camara - 1 placa por pratelelra“p(_)r analyl,se - Em qualquer altura
- Placas colocadas em “zig-zag
das madres M e | q - Contagem Total | Ali
camara das madres L e Placas de ar - Bolores - 3 placas por estante por analise
P) - 3 estantes (M, L e P)
- Total de amostras: 18 placas
T g i - 1 zaragatoa por pano - Em qualquer altura
Panos em utilizacdo este de Superficie | gojores - 3 panos por madre
(zaragatoas) - Total de amostras: 9 zaragatoas; 9 placas
Cémara . - 1 zaragatoa por pano - Em qualquer altura
das madres | panos lavados Teste de superficie | - Contagem Total - 3 panos
(zaragatoas) - Bolores - Total de amostras: 3 zaragatoas; 6 placas
o Teste de superficie | - Coqtagem Total -1 zaragatoa por recipiente - Em qualquer altura
Recipientes (zaragatoas) - Coliformes - 3 recipientes
9 - Bolores e leveduras | - Total de amostras: 3 zaragatoas; 9 placas
- Preparagdo de - 1 amostra de cada madre - Em qualquer altura
amostra - 1 zaragatoa por madre
Massas (M, L., P) - Teste de superficie Bolores - Total de amostras: 3 zaragatoas; 3 placas
(zaragatoas)
- 3 tabuleiros - Depende do plano de
Tabuleiros sujos (bolo | Teste de superficie | - Con_tagem Total - 1 zaragatoa por tabL.JIelro . producéo o
e - Coliformes - Total de amostras: 3 zaragatoas; 9 placas -Antes de iniciar a
cilindrico) (zaragatoas) - x
- Bolores e leveduras | - Se for para os croissants pequenos e grandes | produgéo
também: 9 zaragatoas; 27 placas
Tabuleiros - 3 tabuleiros - Depende do plano de
de Tabuleiros  lavados | Teste de superficie | - Con_tagem Total - 1 zaragatoa por tabl.JIelro . prod,ugao
transporte e - Coliformes - Total de amostras: 3 zaragatoas; 9 placas -Apos lavagem
(bolo cilindrico) (zaragatoas) X !
do produto - Bolores e leveduras | - Se for para os croissants pequenos e grandes | (mesmos tabuleiros)
também: 9 zaragatoas; 27 placas
- Contagem Total (a | - Agua recolhida do interior da maquina - Depende do plano de
. 0 0 - o
Agua de lavagem Amostra de 4gua 22°Ce a_37 C) 2 placas para Co_ntagem Total producéo
- Coliformes e | -1 placa para Coliformes - Durante lavagem de
enterococcus - 1 placa para enterococcus tabuleiros
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Exterior das agulhas
(croissants pequenos,
grandes e bolo
cilindrico)

Teste de superficie
(zaragatoas)

- Contagem Total
- Coliformes
- Bolores e leveduras

- 3 zaragatoas por médulo
- 3 mbédulos
- Total de amostras: 9 zaragatoas; 27 placas

- Em qualquer altura
(agulhas higienizadas)

Interior das agulhas
(croissants pequenos,

Amostras de 4agua
peptonada passada

- 3 agulhas por mddulo
- 10 mL por agulha
- Total de amostras: 9 amostras de agua; 9

- Em qualquer altura
(agulhas higienizadas)

Aqulhas d grandes e bolo | pelo interior das Bolores placas
guthas de cilindrico) agulhas
injecéo
o Teste de superficie | - Coqtagem Total - 3 zaragatoas - Em qualquer altura
Maquina lavar agulhas - Coliformes - 9 placas
(zaragatoas)
- Bolores e leveduras
- Contagem Total (a | - 2 placas para Contagem Total - Durante lavagem de
Aqua de lavagem Amostra de 4aua 22°C e a 37°C) - 1 placa para Coliformes agulhas
g g g - Coliformes e | -1 placa para enterococcus - Depende do plano de
enterococcus producao
Filme de bolo | Teste de superficie - 1 zaragatoas por filme - Em qualquer altura
e Bolores
cilindrico (zaragatoas)
F.ll,me _ de bolo Teste de superficie - 1 zaragatoas por filme - Em qualquer altura
cilindrico para Bolores
ltinack (zaragatoas)
Filmes multipac -
Filme dos croissants | Teste de superficie | 5~ - 1 zaragatoas por filme - Em qualquer altura
pequenos (zaragatoas)
Filme dos croissants | Teste de superficie - 1 zaragatoas por filme - Em qualquer altura
Bolores
grandes (zaragatoas)
- 2 placas por ponto -Linha parada — em
. - Total de amostras: 42 placas por ensaio qualquer altura
21 pontos especificos . x
Ar - - Contagem Total -Linha em producéo
. ao longo da linha de | Placas de ar ~ . e
ambiente - Bolores - Ter em atengdo os locais onde se colocam as | (bolo  cilindrico) -

producdo (figura 26)

placas para ndo ocorrerem contaminagdes
indesejadas com produto.

depende do plano
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Figura 26 — Localizacdo dos pontos de amostragem ao longo de toda a linha de producéo



6.2. Estudo da atividade da agua do produto intermédio, produto

acabado e cremes

A aw dos cremes, neste caso o de chocolate, que tem como gama 6tima 0,78-0,89,
podera ser relativamente superior a aw do produto intermédio (produto cozido e ainda sem
recheio), o que levaria ao aumento da aw do produto final e assim elevar a probabilidade
de desenvolvimento de microrganismos. Este facto também poderia justificar o
desenvolvimento de bolores que se faz notar maioritariamente na zona de injecéo, ou seja,
nos orificios que ficam no bolo ap6s a injecdo do creme, devido a poder ser, por esta
razdo, um local com ayw superior. Deste modo, seria importante realizar um estudo acerca
das aw dos bolos nas suas diferentes fases, produto intermédio e produto final, e também

dos cremes.

Esta analise passaria pela realizacdo de diversas medicdes da aw do produto
intermédio, do produto final coincidente com a mesma producdo do produto intermédio,
mais especificamente com a mesma fornada e do respetivo creme utilizado nessa
producdo. Para tal, utilizar-se-ia como medidor da aw 0 aparelno AqualLab Pre — Water
Activity Analyzer, realizando-se 0 mesmo procedimento utilizado no controlo analitico
do produto acabado e dos cremes. Estas analises iriam ser repetidas em diferentes horas
na mesma producdo e em diferentes producdes ao longo de diversas semanas, para se
obter o maior numero de resultados e assim conseguir retirar conclusdes solidas a partir
da comparacdo desses resultados. Caso se conseguisse justificar que este facto era
concordante com a hip6tese colocada, ou seja, que efetivamente a aw dos cremes aumenta
substancialmente a aw do produto final, proporcionando o desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes, um estudo futuro passaria por testar formas de diminuir a

aw dos cremes produzidos, ou seja, realizar uma reformulacéo de produto.
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6.3. Sugestdes de estudos futuros

Devido ao facto de alguns dos estudos pensados para os parametros que foram
considerados como possiveis influenciadores do desenvolvimento de microrganismos nos
bolos serem longos e demorados, foram deixados como propostas de estudos futuros a
serem realizados pela empresa. Um dos pardmetros é a temperatura a que o produto se
encontra quando é embalado e o outro parametro é o funcionamento das méaquinas de

embalar o produto.

6.3.1. Temperatura de embalamento

A temperatura a que os produtos se encontram € um parametro bastante importante
no que toca ao crescimento de microrganismos. Assim, este é um fator que deve ser

controlado e bem definido aguando o embalamento e armazenamento dos alimentos.

Como os bolos e croissants ap0s a cozedura sdo colocados a arrefecer até
atingirem uma temperatura de até 30°C, que é a temperatura maxima considerada
adequada para o embalamento dos produtos, o embalamento dos bolos e croissants
realizado quando estes se encontram a uma temperatura igual ou inferior a 30°C vai evitar
a ocorréncia de condensacdes no interior da embalagem. Estas condensacdes sédo
indesejadas pois fazem aumentar a humidade no interior da embalagem, levando por sua
vez ao aumento da probabilidade de desenvolvimento de microrganismos deteriorantes.
Deste modo, realizar um controlo apertado da temperatura a que 0s produtos se encontram

quando vao ser embalados é fundamental.

Este estudo passaria pela medicdo da temperatura dos bolos cilindricos ao longo
de diversas producdes e de diferentes momentos na mesma producdo, repetindo-se
durante um largo nimero de semanas. Ter-se-ia de se decidir qual a amostragem deste
estudo, ou seja, 0 numero de medicOes de temperatura por tabuleiro e quais os locais,
numero de repeti¢cbes por producdo e de quanto em quanto tempo e durante quantas
producdes. Para além disso, recolher-se-iam as amostras embaladas ap6s cada medigéo
de temperatura, para se elaborar o estudo de vida util e perceber se consoante a
temperatura a que sdo embalados se verifica maior probabilidade de desenvolvimento de
bolores. Outra vertente do estudo passaria pelo embalamento de amostras a temperaturas

definidas e realizar o respetivo estudo de vida util, verificando se ocorreria 0
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desenvolvimento de microrganismos a temperaturas mais propicias para tal. A
amostragem nesta vertente do estudo dependeria de quais as temperaturas a serem
avaliadas, do nimero de recolhas por temperatura e do nimero de repeti¢des, ou seja, do

numero de producdes que se faria o estudo.

No final do estudo, fazendo a interpretacdo e comparacdo dos resultados das
medicdes de temperatura e da inspecao visual e/ou analises microbioldgicas no estudo de
vida 0til do produto, poder-se-ia perceber se as temperaturas a que 0s produtos se
encontram quando 0s operadores 0s enviam para a embalagem, comprometem a sua
seguranca. Caso se verificasse este facto, ter-se-ia de proceder ao desenvolvimento de um
procedimento mais eficaz e mais controlado no que toca a medicao da temperatura a que
o0 produto é embalado. Avaliando o embalamento a diferentes temperaturas especificas,
levaria a perceber se a temperatura maxima de 30°C € a mais indicada ou ndo neste tipo
de produtos. Caso se constatasse que é uma temperatura desadequada, a realizacdo de

outro estudo para estudar qual a temperatura maxima mais indicada seria fundamental.

6.3.2. Maquinas de embalar

Como se verificou que o estudo correspondente as maquinas de embalar ndo
permitiu retirar conclusdes solidas acerca da sua possivel influéncia na contaminacéo dos
produtos, ndo sendo os dados existentes representativos, uma vez que ndo foi verificada
uma recolha de amostras uniforme por todas as maquinas de embalar, seria importante
realizar um estudo que permitisse perceber se todas as maquinas de embalar se encontram

a funcionar de forma correta.

O fator mais importante que pode estar condicionado devido a deficiéncias no
funcionamento das maquinas de embalar € a selagem. Este fator é fundamental para evitar
e reduzir a probabilidade de contaminacdo e o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes nos alimentos. A correta selagem das embalagens é fundamental, uma vez
que pode ocorrer a entrada de contaminag0es e, principalmente, de humidade, que podem
comprometer a seguranca dos bolos e croissants. Assim sendo, a avaliacdo do bom

funcionamento de todas as maquinas de embalar € importante.

Este estudo centrar-se-ia na recolha uniforme de amostras das quatro diferentes

maquinas de embalar bolos cilindricos, ao longo de diversas producdes, em horas
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diferentes e controladas e ao longo de varias semanas. Em conjunto com responsaveis da
empresa, ter-se-ia de decidir qual a amostragem mais adequada, ou seja, qual o nimero
de amostras a recolher por maquina por cada recolha, quantas recolhas realizar por
producdo e de quanto em quanto tempo e durante quantas produces realizar o estudo. As
embalagens de cada amostra recolhida seriam imediatamente avaliadas, para verificar a
existéncia de anomalias na selagem. Posteriormente, as amostras seriam armazenadas
para proceder ao seu estudo de vida util, avaliando-se o desenvolvimento de
microrganismos nos produtos. Apos a interpretacdo dos resultados, verificar-se-ia a partir
das amostras recolhidas e dos dados referentes ao desenvolvimento de microrganismos,
se cada méaquina se encontrava a funcionar da mesma forma ou se alguma(s) tinha a

tendéncia para colocar os produtos em perigo de contaminacé&o.
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7. Conclusoes

O estégio curricular realizado cumpriu com quase todos os objetivos inicialmente
propostos. Devido a pandemia de COVID-19 este teve de ser interrompido a dois meses
e meio do seu fim e por essa razéo alguns dos trabalhos planeados ficaram por realizar.
Ainda assim, de uma forma geral este estgio permitiu a vasta aplicacdo de
conhecimentos adquiridos ao longo do percurso académico em ambiente empresarial, a
obtencdo de experiéncia profissional e a contribuicdo para a garantia da seguranca e

qualidade alimentar da empresa.

Numa primeira fase, o periodo de integracdo foi bastante importante uma vez que
permitiu a aquisicdo de diversos conhecimentos acerca do funcionamento da empresa,
bem como de técnicas e métodos laboratoriais de controlo analitico e microbiol6gico dos

produtos e de processos industriais de fabrico destes.

A partir da analise de dados de anos anteriores referentes a parametros analiticos,
microbioldgicos e de producédo dos bolos e croissants, foi possivel perceber que sdo varios
os fatores que em conjunto poderdo estar na base das contaminagdes microbioldgicas que
se fazem notar nestes produtos, mais propriamente nos bolos cilindricos. E de destacar a
influéncia da aw do produto acabado, bem como possivelmente da influéncia da aw dos
cremes. Para além disso, a carga microbioldgica dos cremes também se mostrou ser um
ponto relevante na contaminacao dos bolos. Por Gltimo alguns factos relacionados com a
correta higienizacdo de equipamentos e utensilios também se mostraram propicios a
provocar contamina¢do. Contudo ndo foram possiveis de confirmar devido a interrupcao
do estagio ja referida. Deste modo, é de salientar que a elaboracdo futura dos estudos
planeados € de interesse, bem como das propostas de estudos referidos neste trabalho para

se melhor perceber a influéncia de alguns parametros.

67



8. Referéncias Bibliograficas

1)

(2)

3)

(4)

()

(6)

()

(8)

©9)

(10)

(11)

(12)

(13)

Tamang, J. P.; Fleet, G. H. Yeasts Diversity in Fermented Foods and Beverages.
In Yeast Biotechnology: Diversity and Applications; Satyanarayana, T., Kunze, G.,
Eds.; Springer: US, 2009; pp 169-198.

Ooms, N.; Pareyt, B.; Brijs, K.; Delcour, J. A. Ingredient Functionality in
Multilayered Dough- Margarine Systems and the Resultant Pastry Products: A
Review. Food Sci. Nutr. 2015, 56(13), 2101-2114.

Beulens, A. J. M.; Folstar, P.; Hofstede, G. J. Food Safety and Transparency in
Food Chains and Networks Relationships and Challenges. Food Control 2005, 16,
481-486.

Aung, M. M.; Chang, Y. S. Traceability in a Food Supply Chain: Safety and
Quality Perspectives. Food Control 2014, 39, 172-184.

Food and Agriculture Organization of the United Nations. Food Safety, Quality
and Consumer Protection http://www.fao.org/docrep/006/y8705e/y8705e03.htm.
(accessed Mar 18, 2020).

Soman, R.; Raman, M. HACCP System -Hazard Analysis and Risk Assessment,
Based on 1SO 22000:2005 Methodology. Food Control 2016.

Mortimore, S.; Wallace, C. HACCP - A Practical Approach, 3rd editio.; Springer:
us, 2013.

Codex Alimentarius (2003) - Recommended International Code of Practice
General Principles of Food Hygiene. CAC/RCP 1-1969, Rev. 4-200.; 2003.
ASAE - Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdémica. HACCP
https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/haccp.aspx  (accessed Mar 20,
2020).

Regulamento (CE) N.° 852/2004 Do Parlamento Europeu E Do Conselho de 29 de
Abril de 2004 Relativo A Higiene Dos Géneros Alimenticios. Parlamento Europeu
E Constitucional Da Uni&o Europeia. J. Of. da Unido Eur. 2004.

Schmidt, R. H.; Rodrick, G. E. Food Safety Handbook, 1st editio.; Wiley, J., Ed.;
Wiley-Interscience: New Jersey, 2003.

ASAE — Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica. Perigos de Origem
Alimentar https://www.asae.gov.pt/cientifico-laboratorial/area-tecnico-
cientifica/perigos-de-origem-alimentar.aspx (accessed Mar 24, 2020).

Baptista, P.; Venancio, A. Os Perigos Para a Seguranca Alimentar No

68



(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

Processamento de Alimentos, 1st editio.; Forvisdo - Consultoria em Formacao
Integrada, Lda.: Guimaraes, 2003.

ASAE — Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica. Perigos Fisicos - Risco
de Asfixia https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/conselhos-praticos-para-
os-consumidores/perigos-fisicos-risco-de-asfixia.aspx (accessed Mar 25, 2020).
Gram, L.; Ravn, L.; Rasch, M.; Bartholin, J.; Christensen, A. B.; Givskov, M. Food
Spoilage — Interactions between Food Spoilage Bacteria. Int. J. Food Microbiol.
2002, 78, 79-97.

Smith, J. P.; Daifas, D. P.; El-khoury, W.; Koukoutsis, J.; EI-khoury, A. Shelf Life
and Safety Concerns of Bakery Products — A Review. Food Sci. Nutr. 2004, 44:1,
19-55.

Smith, J. P.; Simpson, B. K. Modified Atmosphere Packaging of Bakery and Pasta
Products. In Principles of Modified Atmosphere and Sous Vide Product Packaging;
Farber, J. M., Dodds, K. L., Eds.; Technomic Publishing Company: Lancaster,
1995; p 207.

Axel, C.; Zannini, E.; Arendt, E. K.; Axel, C.; Zannini, E.; Arendt, E. K. Mold
Spoilage of Bread and Its Biopreservation: A Review of Current Strategies for
Bread Shelf Life Extension. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2017, 57:16, 3528-3542.
Veld, J. Microbial and Biochemical Spoilage of Foods : An Overview. Int. J. Food
Microbiol. 1996, 33, 1-18.

Jay, J. M. Modern Food Microbiology, 6th editio.; Inc., A. P., Ed.; ASPEN:
Gaithersburg, Maryland, 2000.

Troller, J. Factors That Influence Microbial Growth. In Safe Practices for Food
Processes; 2001.

Madigan, M. T.; Martinko, J. M.; Parker, J. Microbiologia de Brock, 10th editi.;
Kyaw, C. M., Maranhéo, A. Q., Eds.; Pearson: Sdo Paulo, 2004.

Marvig, C. L.; Kristiansen, R. M.; Madsen, M. G.; Nielsen, D. S. Identification and
Characterisation of Organisms Associated with Chocolate Pralines and Sugar
Syrups Used for Their Production. Int. J. Food Microbiol. 2014, 185, 167-176.
Saraiva, M.; Correia, C. B.; Cunha, I. C.; Maia, C.; Bonito, C. C.; Furtado, R.;
Calhau, M. A. Interpretacdo de Resultados de Ensaios Microbioldgicos Em
Alimentos Prontos Para Consumo E Em Superficies Do Ambiente de Preparagdo
E Distribuicdo Alimentar - Valores-Guia,; Lisboa, 2019.

FDA - Food and Drug Administration U.S. Bad Bug Book, 2nd editio.; Center for

69



(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)
(38)

Food Safety and Applied Nutrition: Maryland, 2012.

Stéphane, A.; Vallaeys, T.; Planchon, S. Spore-Forming Bacteria Responsible for
Food Spoilage. Res. Microbiol. 2016, 168, 379-387.

Legan, J. D.; Voysey, P. A. Yeast Spoilage of Bakery Products and Ingredients. J.
Appl. Bacteriol. 1991, 70, 361-371.

Fleet, G. H. Yeast Spoilage of Foods and Beverages. In The Yeasts, A Taxonomic
Study; Kurtzman, C., Fell, J. W., Boekhout, T., Eds.; Elsevier B.V., 2011; pp 53—
63.

Osimani, A.; Milanovi, V.; Taccari, M.; Cardinali, F.; Pasquini, M.; Aquilanti, L.;
Clementi, F. The Occurrence of Spoilage Yeasts in Cream-Filled Bakery Products.
J. Sci. Food Agric. 2016, 97(6), 1819-1827.

Salo, S.; Wirtanen, G. DISINFECTANT EFFICACY ON FOODBORNE
SPOILAGE. Food Bioprod. Process. 2005, 83(C4), 288-296.

Hernandez, A.; Pérez-nevado, F.; Ruiz-moyano, S.; Serradilla, M. J.; Villalobos,
M. C. Spoilage Yeasts: What Are the Sources of Contamination of Foods and
Beverages ? Int. J. Food Microbiol. 2018, 286, 98-110.

Suhr, K. I.; Nielsen, P. V. Effect of Weak Acid Preservatives on Growth of Bakery
Product Spoilage Fungi at Different Water Activities and pH Values. Int. J. Food
Microbiol. 2004, 95, 67—78.

Filtenborg, O.; Frisvad, J. C.; Thrane, U. Moulds in Food Spoilage. Int. J. Food
Microbiol. 1996, 33, 85-102.

Milicevic, D. R.; Skrinjar, M.; Baltic, T. Real and Perceived Risks for Mycotoxin
Contamination in Foods and Feeds: Challenges for Food Safety Control. Toxins
(Basel). 2010, 2, 572-592.

Bullerman, L. B.; Bianchini, A. Stability of Mycotoxins during Food Processing.
Int. J. Food Microbiol. 2007, 119, 140-146.

Abrunhosa, L.; Morales, H.; Soares, C.; Calado, T.; Vila-, A. S.; Pereira, M.;
Venancio, A.; A, A. N. A. S. V. A Review of Mycotoxins in Food and Feed
Products in Portugal and Estimation of Probable Daily Intakes A Review of
Mycotoxins in Food and Feed Products in Portugal and Estimation of Probable
Daily Intakes. Food Sci. Nutr. 2016, 56:2, 249-265.

Bennett, J. W.; Klich, M. Mycotoxins. Clin. Microbiol. Rev. 2003, 16, 497-516.
Food and Agriculture Organization; World Health Organization. Safety Evaluation
of Certain Mycotoxins in Food; 47; 74; Geneva, 2001.

70



(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

Zain, M. E. Impact of Mycotoxins on Humans and Animals. J. Saudi Chem. Soc.
2011, 15, 129-144.

Legan, J. D. Mould Spoilage of Bread : The Problem and Some Solutions. Int.
Biodeterior. Biodegradation 1993, 32, 33-53.

Gerez, L. C.; Torino, M. I.; Rollan, G.; Valdez, G. F. Prevention of Bread Mould
Spoilage by Using Lactic Acid Bacteria with Antifungal Properties. Food Control
20009, 20, 144-148.

Hartwig, P. A. M.; Mcdaniel, M. R. Flavor Characteristics of Lactic , Malic , Citric
, and Acetic Acids at Various pH Levels. J. Food Sci. 1995, 60(2), 384-388.
Marriott, N. G.; Gravani, R. B. Principles of Food Sanitation, 5th ed.; Springer:
New York, 2006.

Rangan, C.; Barceloux, D. G. Food Additives and Sensitivities. 2009, 55(5), 292—
311.

Brul, S.; Coote, P. Preservative Agents in Foods Mode of Action and Microbial
Resistance Mechanisms. Int. J. Food Microbiol. 1999, 50, 1-17.

Lambert, R. J.; Stratford, M. Weak-Acid Preservatives : Modelling Microbial
Inhibition and Response. J. Appl. Microbiol. 1999, 86, 157-164.

Marin, S.; Guynot, M. E.; Neira, P.; Bernardd, M.; Sanchis, V.; Ramos, A. J. Risk
Assessment of the Use of Sub-Optimal Levels of Weak-Acid Preservatives in the
Control of Mould Growth on Bakery Products. Int. J. Food Microbiol. 2002, 79,
203-211.

Guynot, M. E.; Ramos, A. J.; Sala, D.; Sanchis, V.; Mari, S. Combined Effects of
Weak Acid Preservatives , pH and Water Activity on Growth of Eurotium Species
on a Sponge Cake. Int. J. Food Microbiol. 2002, 76, 39-46.

Diretiva 95/2/CE Do Parlamento Europeu E Do Conselho de 20 de Fevereiro de
1995 Relativa Aos Aditivos Alimentares Com Excepcdo Dos Corantes E Dos
Edulcorantes. 2001.

Cizeikiene, D.; Juodeikiene, G.; Paskevicius, A.; Bartkiene, E. Antimicrobial
Activity of Lactic Acid Bacteria against Pathogenic and Spoilage Microorganism
Isolated from Food and Their Control in Wheat Bread. Food Control 2013, 31,
539-545.

Ryan, L. A. M.; Zannini, E.; Dal, F.; Pawlowska, A.; Koehler, P.; Arendt, E. K.
International Journal of Food Microbiology Lactobacillus Amylovorus DSM
19280 as a Novel Food-Grade Antifungal Agent for Bakery Products. Int. J. Food

71



(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)
(62)

(63)

(64)

Microbiol. 2011, 146, 276-283.

Valerio, F.; Favilla, M.; Bellis, P. De; Sisto, A.; Candia, S. De; A, P. L. Antifungal
Activity of Strains of Lactic Acid Bacteria Isolated from a Semolina Ecosystem
against Penicillium Roqueforti , Aspergillus Niger and Endomyces Fibuliger
Contaminating Bakery Products $. Syst. Appl. Microbiol. 2009, 32, 438-448.
Phillips, C. A. Review : Modified Atmosphere Packaging and Its Effects on the
Microbiological Quality and Safety of Produce. Int. J. Food Sci. Technol. 1996,
31, 463-479.

Galic, K.; Curic, D.; Gabric, D. Shelf Life of Packaged Bakery Goods — A
Review. Food Sci. Nutr. 2009, 49:5, 405-426.

Erkmen, O. Modified-Atmosphere Storage of Foods. In Progress in Food
Preservation; Bhat, R., Alias, A. K., Paliyath, G., Eds.; John Wiley & Sons, Ltd:
Hoboken, New Jersey, 2012.

Farber, J. M. Microbiological Aspects of Modified-Atmosphere Packaging
Technology - A Review. J. Food Prot. 1991, 54, 58-70.

Kontominas, M. G. Modified Atmosphere Packaging of Foods. In Encyclopedia of
Food Microbiology; Batt, C., Tortorello, M.-L., Eds.; Elsevier: Madison, 2014;
Vol. 2, pp 1012-1016.

Decreto-Lei N.° 306/2007 de 27 de Agosto. Parlam. Eur. e Const. da Unido Eur.
2007.

Bernardi, O.; Garcia, M. V.; Copetti, M. V. Food Industry Spoilage Fungi Control
through Facility Sanitization. Food Sci. 2019, 29, 28-34.

Stanga, M. Sanitation - Cleaning and Disinfection in the Food Industry, 1st ed.;
Wiley-VCH: Weinheim, 2010.

PepsiCo Foods. Sanitation Manual; 1; New York, 2014,

Zottola, E. A.; Sasahara, K. C. Microbial Biofilms in the Food Processing Industry
- Should They Be a Concern? Int. J. Food Microbiol. 1994, 23, 125-148.

Shi, X.; Zhu, X. Biofilm Formation and Food Safety in Food Industries. Trends
Food Sci. Technol. 2009, 20, 407-413.

Institute of Internal Auditors (I1A), Definition of internal auditing
http://www.theiia.org/guidance/standards-and-guidance/ippf/definition-of-
internal-auditing/ (accessed Oct 15, 2020).

72



