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APRESENTAÇÃO

A obra ‘’Alimentos: Toxicologia e microbiologia & Química e bioquímica’’ publicada 
no formato e-book explana o olhar multidisciplinar da área de alimentos. O principal objetivo 
desse e-book foi apresentar de forma categorizada os estudos, relatos de caso e revisões 
desenvolvidas em diversas instituições de ensino e pesquisa do país, os quais transitam 
nos diversos caminhos da ciência e tecnologia de alimentos. Em todos esses trabalhos 
a linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterização de alimentos; analise e 
parâmetros físico-químicos e microbiológicos de alimentos; desenvolvimento de novos 
produtos alimentícios, legislação dos alimentos e áreas correlatas.

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos nestes 19 capítulos 
com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles 
que de alguma forma se interessam pela área da ciência e tecnologia de alimentos e seus 
aspectos. Portanto, possuir um material científico que demonstre com dados substanciais 
de regiões específicas do país é muito relevante, assim como abordar temas atuais e de 
interesse direto da sociedade. Deste modo a obra ‘’Alimentos: Toxicologia e microbiologia & 
Química e bioquímica’’ se constitui em uma interessante ferramenta para que o leitor, tenha 
acesso a um panorama do que tem sido construído na área em nosso país.

Uma ótima leitura a todos(as)!
Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: O mercado de alimentos funcionais 
tem como base a utilização de substâncias 
bioativas que trazem benefícios à saúde, além das 
próprias características nutricionais do alimento. 
Há um crescente interesse em alimentos que 
contenham microrganismos probióticos, em 
virtude dos benefícios para a saúde humana. 
Comumente, alimentos lácteos são utilizados 
como matrizes para incorporação de probióticos, 
porém não são adequados para todos os 
consumidores. Neste contexto, chocolates com 
alto teor de cacau (>70%) elaborados sem 
derivados lácteos, constituem uma opção de 
veiculação de probióticos. O presente trabalho 
teve como objetivo avaliar a viabilidade celular 
de probióticos incorporados em barras de 
chocolates artesanais com o mínimo de 70% 
de cacau. Inicialmente foram confeccionadas 

amostras de chocolate com o mínimo de 70% 
de cacau de duas variedades, sendo elas SJ02 
e Parazinho. Em seguida, amostras liofilizadas 
do probiótico Lactobacillus plantarum foram 
incorporados ao chocolate com e sem adição 
de 20% manteiga de cacau. Posteriormente, 
foi realizado o acompanhamento da viabilidade 
celular dos microrganismos pela contagem de 
unidades formadoras de colônia (UFC) após 
estocagem a 4 e 25 °C, em intervalos de tempo 
regulares. Após 30 dias de estocagem, tanto a 4 
ºC como 25 ºC, foi observada viabilidade celular 
acima de 108 UFC/g em todas as condições 
testadas. No caso do armazenamento durante 
60 dias a 25 ºC, foi observado que todas as 
condições testadas na presença de manteiga 
de cacau apresentaram valores de viabilidade 
celular abaixo de 108 UFC/g, o que também foi 
observado no caso da variedade Parazinho, na 
presença de manteiga de cacau, por 60 dias, a 4 
ºC. Sendo assim, observou-se que os chocolates 
contendo formulação mínima de 70% de cacau 
demonstraram ser uma potencial matriz para 
incorporação de probióticos, sem a indicação da 
necessidade de adição de manteiga de cacau 
para manutenção da viabilidade celular dos 
probióticos nas condições avaliadas. 
PALAVRAS-CHAVE: Alimentos funcionais, 
probióticos, manteiga de cacau, chocolate 
intenso.



 
Alimentos: Toxicologia e microbiologia & Química e bioquímica Capítulo 3 19

EVALUATION OF CELL VIABILITY OF LACTOBACILLUS PLANTARUM AFTER 
INCORPORATION IN HANDMADE CHOCOLATES WITH HIGH COCOA 

CONTENT
ABSTRACT: The functional food market is based on the use of bioactive substances that 
promote health benefits, in addition to the food’s own nutritional characteristics. There is a 
growing interest in foods that contain probiotic microorganisms, due to the benefits for human 
health. Dairy foods are commonly used as matrices for the incorporation of probiotics, but 
they are not suitable for all consumers. In this context, chocolates with a high cocoa content 
(>70%) made without dairy products are an option for the delivery of probiotics. The aim of 
this work was to evaluate the cell viability of probiotics incorporated in handmade chocolate 
bars with minimum of 70% cocoa. Initially, chocolate samples were made with minimum 
of 70% cocoa formulation from two cocoa varieties SJ02 and Parazinho. Then, lyophilized 
samples of the probiotic Lactobacillus plantarum were incorporated into chocolate with and 
without the addition of 20% cocoa butter. Then, the monitoring of the cellular viability of the 
microorganisms was carried out by counting colony-forming units (CFU) after storage at 4 
and 25 °C, at regular intervals of time. After 30 days of storage, both at 4 ºC and 25 ºC, cell 
viability above 108 CFU/g was observed in all conditions tested. In the case of storage for 
60 days at 25 ºC, it was observed that all conditions tested in the presence of cocoa butter 
presented values of cell viability below 108 CFU/g, which was also observed in the case of the 
Parazinho variety, in the presence of cocoa butter, for 60 days, at 4 ºC. Thus, it is observed 
that chocolates containing minimum of 70% cocoa formulation proved to be a potential matrix 
for incorporation of probiotics, without indicating the need to add cocoa butter to maintain the 
cell viability of the probiotics under the conditions evaluated.
KEYWORDS: Functional food, probiotics, cocoa butter, dark chocolate.

INTRODUÇÃO 
A população tem se tornado cada vez mais consciente em relação à alimentação 

e seus efeitos na saúde. Neste sentido, o interesse por alimentos funcionais é crescente, 
o que inclui a categoria dos alimentos que possuem probióticos em sua composição 
(STANTON et al., 2015). Dentre os benefícios dos probióticos, destaca-se sua ação na 
microbiota intestinal humana produzindo efeitos antagônicos à proliferação de bactérias 
prejudiciais, com consequente reforço ao mecanismo de defesa humano (GROVER et al., 
2012).   

Para conferir benefícios ao hospedeiro, os probióticos precisam sobreviver ao 
pH do estômago, de modo a atingir o intestino delgado e efetuar a colonização. Visando 
melhorar a viabilidade dos microrganismos probióticos durante o trânsito gástrico, algumas 
técnicas são utilizadas, entre elas, microencapsulação (COOK et al., 2012) e imobilização 

(MITROPOULOU et al., 2013). Além disso, alimentos ricos em lipídios podem auxiliar na 
manutenção da culturabilidade de microrganismos (LAHTINEN et al., 2007). 

Bactérias láticas com identidade para Lactobacillus fermentum e Lactobacillus 
plantarum, isoladas da fermentação do cacau, foram avaliadas em relação às características 
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probióticas. Como resultado, foi observado que duas cepas de L. plantarum apresentaram 
potencial para uso como probiótico, uma vez que apresentaram tolerância a condições de 
pH baixo e presença de sais biliares, além de terem apresentado capacidade de aderência 
a células do epitélio intestinal em testes in vitro (RAMOS et al., 2013). 

Com isso, a fermentação do cacau se tornou uma fonte de prospecção de 
microrganismos com características probióticas para inserção em diversos alimentos 
(RAMOS et al., 2013). Além disso, o próprio chocolate se apresenta como uma opção de 
veículo para esses microrganismos (KONAR et al., 2016). 

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do chocolate 
elaborado com duas variedades de cacau, Trinitário e Parazinho, de origem brasileira, 
contendo teor mínimo de 70% de cacau, como matriz carreadora para a cepa comercial 
probiótica de Lactobacillus plantarum.  

MATERIAL E MÉTODOS

Elaboração do chocolate
Duas variedades de cacau, Parazinho e Trinitário SJ02, foram utilizadas no presente 

estudo para a elaboração dos chocolates.  Aproximadamente 2 kg de amêndoas da 
variedade Parazinho provenientes da fazenda Santa Rita – Uruçuca/BA e aproximadamente 
2 kg de amêndoas da variedade SJ02 provenientes da fazenda Estrela do Sul – Belmonte/
BA foram pesadas e torradas no forno da marca Prática miniconv, por cerca de 35 minutos 
a 125 º C. As amêndoas foram descascadas manualmente, separando a casca do nibs. 
Em seguida, os nibs de cacau foram colocados na melanger da marca Spectra 11 para 
o refino por aproximadamente 4 horas. Posteriormente, foi adicionado o açúcar para 
ser refinado juntamente com o cacau por aproximadamente 14 horas. A conchagem foi 
realizada na melanger da marca Spectra 11 durante 6 horas. A etapa de temperagem foi 
realizada manualmente em mesa de mármore com auxílio de espátula em sala climatizada. 
Para evitar a exposição dos probióticos a altas temperaturas, a inclusão dos mesmos no 
chocolate ocorreu na etapa de temperagem, realizada entre 34 º C - 45 º C. 

A motivação para escolha do microrganismo L. plantarum para incorporação no 
chocolate artesanal foi em função de se tratar de uma espécie previamente encontrada 
na fermentação do cacau, demonstrando resistência a condições de pH ácido (RAMOS et 
al., 2013). Foi utilizada cepa comercial de Lactobacillus plantarum, adquirida em farmácia 
local, na forma de cápsulas, contendo preparação liofilizada do microrganismo.

A Tabela 1 apresenta as diferentes condições testadas em triplicata no presente 
trabalho. A condição denominada como “A” indica as amostras de chocolate com probióticos 
incorporados sem a prévia homogeneização em manteiga de cacau enquanto a condição 
B indica as amostras de chocolate com probiótico incorporado após a homogeneização 
em manteiga de cacau. A manteiga de cacau utilizada na formulação dos chocolates foi 
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extraída do cacau da variedade Parazinho através de uma máquina extrusora da marca 
Eurolume, que faz a separação da manteiga do pó de cacau. Os microrganismos foram 
misturados com a manteiga de cacau, de acordo com Lahtinen et al., 2007, com algumas 
modificações. Inicialmente, foi pesado 0,3 g do preparado liofilizado de L. plantarum, que 
foi adicionado diretamente em 0,3 g manteiga de cacau previamente derretida a 45 o C. 
Esta mistura foi incorporada a 1 g de chocolate (variedade SJ02 e Parazinho) na etapa 
de temperagem a 33 º C. Para finalizar a temperagem, o chocolate foi posto em mesa de 
mármore e depois colocado em moldes de acetato com 1,5 cm de diâmetro, seguido por 
resfriamento a 10 º C. Após essa etapa, as amostras de chocolate foram embaladas em 
papel alumínio e armazenados a 4 ºC e 25 ºC, durante 30 e 60 dias. 

Além disso, também foram preparadas amostras de chocolate controles sem 
probiótico e/ou manteiga de cacau, denominadas de C e D, na Tabela 1. 

Identificação Variedade de cacau Condição

AS SJ02 A = Chocolate (0,70 g de cacau + 0,30 g de açúcar) 
+ probiótico (0,30 g)

BS SJ02 B = Chocolate (0,70 g de cacau + 0,30 g de açúcar) 
+ probiótico (0,30 g) + manteiga (0,30 g)

AP Parazinho A = Chocolate (0,70 g de cacau + 0,30 g de açúcar) 
+ probiótico (0,30 g)

BP Parazinho B = Chocolate (0,70 g de cacau + 0,30g de açúcar) 
+ probiótico (0,30 g) + manteiga (0,30 g) 

CSP  SJ02 + Parazinho C = chocolate (0,70 g de cacau + 0,30 g de açúcar) 

DSP  SJ02 + Parazinho  D = chocolate (0,70 g de cacau + 0,30 g de açúcar) 
+ manteiga (0,30 g)

Tabela 1 – Formulação das amostras de chocolate probiótico.

Fonte: O autor (2019).

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE ÁGUA NAS AMOSTRAS DE CHOCOLATE 
Logo após o preparo dos chocolates (tempo zero) foi avaliada a atividade de água 

das amostras de chocolates das condições A e B.  A atividade de água foi realizada com o 
objetivo de obter um controle de qualidade inicial das amostras de chocolate e foi medida 
a partir do equipamento Aqualab Series 3, marca Decagon. Inicialmente o equipamento foi 
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calibrado com água deionizada. O chocolate probiótico das amostras teste A e B contendo 
1,5 g foi cortado em pedaços menores e inserido até a metade do volume do copo de 
amostra e colocado no equipamento. A medição foi realizada pelo sensor de ponto de 
orvalho, e os resultados expresso entre 0 e 1. Os testes foram realizados em triplicata em 
temperatura ambiente. 

AVALIAÇÃO DO PH DAS AMOSTRAS DE CHOCOLATE  
O pH foi avaliado como controle de qualidade inicial nas amostras de chocolate. 

Para medir o pH das amostras foi utilizado o pHmetro de bancada PG2000 da marca 
GEHAKA. Para os testes, 1,5 g de amostra dos testes A e B (Tabela 1) foram adicionados 
em 15 ml de água deionizada. A mistura foi derretida em banho maria a 37 ºC e depois 
mantida sob agitação até a amostra ficar homogênea, e então registrado o pH da amostra 
a partir de um potenciômetro (SILVA et al., 2016). A análise foi realizada no período zero, 
após a confecção do chocolate com probiótico em temperatura ambiente, em duplicata.  

ANÁLISE DA VIABILIDADE DOS MICRORGANISMOS APÓS A    
INCORPORAÇÃO AO CHOCOLATE 

Inicialmente, amostras AS, BS, AP e BP  (Tabela 1), em triplicata, foram derretidas 
em banho maria a 37 ºC, submetidas a diluições seriadas em água peptonada (10  g/L 
de peptona, 5 g/L de cloreto de sódio e água deionizada), e as diluições 10-4 a 10-6 foram 
plaqueadas em placas de Petri pelo método de superfície em meio ágar MRS. As placas 
foram incubadas a 37 º C por 48 horas para posterior contagem de UFC/g de chocolate. O 
mesmo foi realizado com as amostras estocadas por 30 e 60 dias, nas temperaturas de 4 
ºC e 25 ºC.  Os testes CSP e DSP (Tabela 1) foram realizados após confecção (tempo zero) 
das amostras de chocolate, seguindo a metodologia descrita acima. 

É importante destacar que as amostras submetidas aos estudos de viabilidade 
eram independentes, tendo sido preparadas todas em um mesmo lote, e cada amostra 
foi plaqueada por completo após atingir o tempo de incubação determinado, não havendo 
fracionamento da amostra para plaqueamento ao longo do tempo.

Os dados de viabilidade celular das diferentes condições foram comparados pelo 
teste t-Student através da ferramenta “QuickCalcs – GraphPad”, disponível em: https://
www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD

 

RESULTADO E DISCUSSÃO

Características físico-químicas dos chocolates produzidos 
A atividade de água é expressa em valores entre 0 e 1 e seu resultado influencia 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD
https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=SD
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na viabilidade do probiótico incorporado na matriz alimentar, pois eles podem se 
manter metabolicamente ativos ou inativos dependendo do valor de atividade de água 
(VESTERLUN; SALMINEN; SALMINEN, 2012). 

As amostras BS apresentaram atividade de água média de 0,55 ± 0,001, enquanto 
as amostras AS apresentaram média de 0,54 ± 0,001. As amostras de chocolate BP 
apresentaram a média dos valores de atividade de água de 0,52 ± 0,002 e as amostras AP 
apresentaram média de 0,53 ± 0,001. Os valores expressos no presente trabalho, abaixo 
de 0,6, são compatíveis com a literatura, demonstrando que os chocolates confeccionados 
apresentaram baixa atividade de água, compatível com a segurança microbiológica do 
alimento (SILVA et al., 2016).

Silva realizou testes mensais de atividade de água durante 120 dias nas amostras 
de chocolate amargo suplementadas com probióticos Lactobacillus acidophilus LA3 e 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BLC1, armazenadas a 25 ° C, e todas as análises 
apresentaram valores abaixo de 0,6 (SILVA et al., 2016). Vesterlund, Salminen e Salminen 
analisaram a influência de três valores de atividade de água (0,11; 0,22 e 0,43) em matriz 
alimentícia de linhaça com probióticos da linhagem Lactobacillus rhamnosus GG durante 14 
meses em temperatura ambiente. Após as análises, foi observado que os maiores valores 
de estabilidade, estiveram associados à condição de menor atividade de água. 

Em relação ao pH, as amostras de chocolate probiótico AS apresentaram média 
dos resultados de pH de 7,16. As amostras BS tiveram valores de 7,22. As amostras de 
chocolate probiótico BP expressaram valores de média de pH de 7,17 e as amostras AP 
valores 7,27. Esses valores se mostram mais elevados quando comparados a outros 
trabalhos que envolveram a incorporação de probióticos em chocolates. Silva verificou 
o pH das amostras de chocolate suplementadas com Lactobacillus acidophillus (LA3) e 
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BLC1) microencapsulados, e todas as amostras 
apresentaram valores de pH em um intervalo de 5,66 a 5,82 durante 120 dias de estocagem 
a 25 ºC (SILVA et al., 2016). Foong avaliou o pH de chocolate amargo com L. plantarum 
incorporado e obteve valores de pH entre 6,2 e 6,5 ao longo de três meses de estocagem 
das amostras de chocolate a 4 ºC (FOONG et al., 2013). 

DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR DOS PROBIÓTICOS ANTES E 
APÓS A INCORPORAÇÃO AOS CHOCOLATES 

As condições CSP (chocolate formulado com as variedades SJ02 e Parazinho) e 
DSP (chocolate formulado com as variedades SJ02 e Parazinho e manteiga de cacau) que 
foram plaqueadas em meio MRS como controle, após 24 horas da confecção do chocolate, 
não tiveram nenhuma unidade formadora de colônia, conforme esperado. 

As Tabelas 2 e 3 apresentam os resultados da viabilidade celular (em UFC/g de 
chocolate) dos probióticos incorporados logo após a elaboração dos chocolates (tempo 
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zero) e após 30 e 60 dias de armazenamento em temperaturas de 25 ° C e 4 ° C, 
respectivamente.   

Amostra

Tempo zero 30 dias 60 dias

Temperatura ambiente 25 ° C 25 ° C 

Média  ±  Desvio Padrão

AS 3,84.10.8 ± 3,79.108 4,26.108 ± 3,02.108 6,43.108 ± 4,4.108

BS 1,13.10.8 ± 1,9.107 2,39.108 ± 1,57.108 3,6.107 ± 2,8.107 *

AP 1,55.108 ± 1,3.107 ∇ 1,35.108 ± 2,8.107 1,21.108 ± 5.107 ∇

BP 9.106 ± 5.106 1,68.108 ± 3,6.107 * 4,5.106 ± 5.105

Tabela 2 – Enumeração do Lactobacillus plantarum em UFC/g nas amostras de chocolate com 
probiótico em tempo zero armazenada em temperatura ambiente e após 30 e 60 dias em temperaturas 

25 ° C. O símbolo de (*) indica os casos em que houve diferença significativa (p-valor £ 0,05) entre 
amostras da mesma condição (AS, BS, AP, BP) após estocagem a 30 ou 60 dias, quando comparadas 

com tempo zero em temperatura ambiente. O símbolo (Ñ) indica os casos em que houve diferença 
significativa (p-valor £ 0,05) após comparação das amostras com manteiga de cacau adicionada em 
relação às amostras sem manteiga de cacau adicionada, quando analisadas em um mesmo tempo 

(ASTzero x BSTzero, AST30 dias x BST30 dias,  AST60 dias x BST60 dias, APTzero x BPTzero, APT30 dias x BPT30 dias e APT60 dias 
x BPT60 dias). 

Fonte: O autor (2019). 

Como observado na Tabela 2, as condições que apresentaram diferença em 
comparação ao tempo zero foram BS após 60 dias de armazenamento a 25 ° C, na qual 
foi observada uma diminuição na viabilidade celular de L. plantarum e BP após 30 dias 
a 25 ° C, na qual foi observado um aumento no número de células viáveis do probiótico 
adicionado. No caso da amostra BS 60 dias, o resultado indica uma possível perda de 
viabilidade celular após 60 dias de estocagem, atingindo valores menores que 108 UFC/g.  
No entanto, a condição BP após estocagem a 30 dias, apresentou aumento da viabilidade 
celular, o que pode indicar uma possível atividade metabólica dos microrganismos durante 
este período de estocagem, com posterior decréscimo após os 30 dias subsequentes. Por 
fim, observa-se que a 25 o C, todas as condições envolvendo a variedade SJ02 (AS e BS) 
apresentaram viabilidade celular acima de 108 UFC/g no tempo zero e após 30 dias de 
estocagem, enquanto a condição AP apresentou características probióticas em todas as 
condições testadas nesta mesma temperatura. 

Amostra

Tempo zero 30 dias 60 dias

Temperatura ambiente 4 ° C 4 ° C 

Média ±  Desvio Padrão

AS 3,84.108 ± 3,79.108 2,53.108 ± 2,31.108 6,39.108 ± 4,4.108
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BS 1,13.108 ± 1,9.107 1,68.108 ± 2,5.107 * 2,92.108 ± 2,67.108

AP 1,55.108 ± 1,3.107 ∇ 1,76.108 ± 5,2.107 3,68.108 ± 3,65.108

BP 9.106 ± 5.106 1,39.108 ± 3,1.107 * 5.106 ± 1.106 

Tabela 3 – Enumeração do Lactobacillus plantarum em UFC/g nas amostras de chocolate com 
probiótico em tempo zero armazenada em temperatura ambiente e após 30 e 60 dias em temperaturas 

4 ° C. O símbolo de (*) indica os casos em que houve diferença significativa (p-valor ≤ 0,05) entre 
amostras da mesma condição (AS, BS, AP, BP) após estocagem a 30 ou 60 dias, quando comparadas 

com tempo zero em temperatura ambiente. O símbolo (V) indica os casos em que houve diferença 
significativa (p-valor ≤ 0,05) após comparação das amostras com manteiga de cacau adicionada em 
relação às amostras sem manteiga de cacau adicionada, quando analisadas em um mesmo tempo 

(ASTzero x BSTzero, AST30 dias x BST30 dias,  AST60 dias x BST60 dias, APTzero x BPTzero, APT30 dias x BPT30 dias e APT60 dias 
x BPT60 dias).

Fonte: O autor (2019) 

 
De acordo com a Tabela 3, as amostras que apresentaram diferença em comparação 

ao tempo zero foram BS e BP após estocagem de 30 dias a 4 ° C. Nas duas amostras, o 
resultado indica um aumento de viabilidade celular após 30 dias de estocagem. No entanto, 
a condição BP após estocagem a 60 dias, obteve uma queda da viabilidade celular abaixo 
de 108 UFC/g. Por fim, observa-se que a 4 o C, todas as condições envolvendo a variedade 
SJ02 (AS e BS) e Parazinho (AP e BP) apresentaram viabilidade celular acima de 108 
UFC/g após 30 dias, enquanto que após 60 dias de estocagem, apenas as médias das 
condições AS, BS e AP se mantiveram acima de 108 UFC/g. 

A comparação dos valores de viabilidade celular para as diferentes variedades 
considerando um mesmo tempo (AP x AS; BP x BS), tanto a 25 o C como a 4 o C, mostrou 
que não houve diferença entre os valores, indicando que as variedades de cacau utilizadas 
no estudo não interferiram na viabilidade celular dos probióticos considerando o mesmo 
período de estocagem. O mesmo também foi observado ao se comparar as amostras 
elaboradas nas mesmas condições e estocadas pelo mesmo período de tempo, porém 
incubadas em temperaturas diferentes (AS4

o
C X AS25

o
C, AP4

o
C X AP25

o
C, BS4

o
C X BS25

o
C e BP4

o
C 

X BP25
o

C), demonstrando que nesses casos, a temperatura de incubação não interferiu na 
viabilidade celular dos microrganismos. 

A comparação dos valores da viabilidade celular considerando apenas a adição ou 
não de manteiga de cacau, em cada um dos tempos de estocagem (ASTzero x BSTzero, AST30 

dias x BS T30 dias,  AST60 dias x BS T60 dias, APTzero x BPTzero, APT30 dias x BP T30 dias e APT60 dias x BP T60 

dias) apresentou diferença significativa na comparação entre as amostras APTzero x BPTzero  
(Tabela 2 e 3) e APT60 dias x BP T60 dias a 25 oC (Tabela 2), de modo que em todos os casos, 
a adição de manteiga resultou na diminuição da viabilidade celular, que atingiram valores 
inferiores a 108 UFC/g. Por fim, observa-se que todas as condições envolvendo a variedade 
SJ02, não sofreram alteração na viabilidade celular em virtude da adição de manteiga de 
cacau em nenhuma das temperaturas consideradas.  

Possemiers incorporou uma mistura probiótica microencapsulada de Lactobacillus 



 
Alimentos: Toxicologia e microbiologia & Química e bioquímica Capítulo 3 26

helveticus CNCM I-1722 e Bifidobacterium longum CNCM 3470 em chocolate amargo e 
ao leite. Ao verificar a taxa de viabilidade dos microrganismos quanto à passagem no trato 
gastrointestinal simulado, obteve valores de taxa de sobrevivência de 91% e 80% para  L. 
helveticus e e B. longum, respectivamente, em chocolate ao leite, os quais foram superiores 
ao encontrado no chocolate amargo (POSSEMIERS et al., 2010). 

Pedroso avaliou a manteiga de cacau como agente encapsulante através da 
tecnologia de spray chilling dos probióticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium 
lactis. No caso do L. acidophilus, as células microencapsuladas apresentaram maior 
resistência aos fluidos gástricos e intestinais simulados em comparação a condição com as 
células livres. Os autores relacionaram esse resultado a possível proteção oferecida pelas 
micropartículas lipídicas produzidas com manteiga de cacau (PEDROSO et al., 2012). 

Lahtinen comparou dois agentes encapsulantes, base de amido (batata) e lipídio 
(manteiga de cacau) para proteção de duas linhagens de Bifidobacterium longum 
incorporadas em bebidas fermentadas e não fermentadas de aveia armazenadas a 4 °C 
por quatro semanas. Nos testes os microrganismos encapsulados na manteiga de cacau 
demonstraram melhores resultados quanto à culturabilidade em comparação à base de 
amido, sugerindo que a matriz lipídica ofereceu proteção contra o estresse, provavelmente 
impossibilitando a exposição das células à água e fatores de estresse, como íons H + 
(LAHTINEN et al., 2007). 

Foong observou diminuição da viabilidade probiótica dos L. plantarum incorporados 
em chocolate amargo de 8 log ufc/g para 6,5 log ufc/g após três meses de armazenamento 
das amostras de chocolate a 4 ºC, representando uma taxa de sobrevivência de 81.25% 
(FOONG et al., 2013). 

No presente estudo foram testados dois tempos de estocagem, 30 dias e 60 dias 
e duas temperaturas de estocagem, 25 ºC que se assemelha às condições reais de 
armazenamento de chocolates em temperatura ambiente e a 4 ºC, de modo a avaliar 
se em menores temperaturas poderia ocorrer maior preservação da viabilidade celular 
dos probióticos. Com os dados obtidos apresentados nas Tabelas 2 e 3, considerando o 
armazenamento por 30 dias, todas as condições (AS, BS, AP, BP) estocadas a 25 ºC e 4 
ºC apresentaram um número de células viáveis acima de 108 UFC/g. No entanto, após os 
30 dias subsequentes a 25 ºC, totalizando 60 dias de armazenamento, as condições  BS e 
BP tiveram queda no valor de UFC/g e as condições AS e AP permaneceram com células 
acima de 108 UFC/g. No entanto, as análises em 60 dias a 4 ºC apresentaram valores mais 
promissores, visto que apenas a condição BP apresentou viabilidade celular abaixo de 108 
UFC/g. 

CONCLUSÃO
Verificou-se que a abordagem realizada para incorporação de L. plantarum em 
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chocolates artesanais contendo teor mínimo de 70% cacau feitos com as variedades SJ02 
e Parazinho, tanto com e sem a incorporação de manteiga de cacau permitiu a manutenção 
da viabilidade celular dos probióticos após estocagem a 25 ºC e 4 ºC durante trinta dias. 
No caso do armazenamento durante 60 dias a 25 ºC, foi observado que as condições 
na presença de manteiga de cacau apresentaram redução na viabilidade celular, o que 
também foi observado no caso da variedade Parazinho, na presença de manteiga de 
cacau, por 60 dias, a 4 ºC. 

Os chocolates produzidos com elevado teor de cacau revelaram ser um potencial 
veículo transportador de probióticos. Formulações mínimas de 70% cacau foram utilizadas 
com sucesso com essa finalidade, além de não apresentarem ingredientes de origem 
animal, favorecendo o consumo pela população vegana e intolerante à lactose.

O presente estudo sugere que é possível combinar os benefícios de um chocolate 
feito com cacau de origem brasileira e probióticos da linhagem comercial de Lactobacillus 
plantarum. 
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