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RESUMO

Os microrganismos sdo extremamente importantes no processamento do cacau,
sob dois aspectos. O primeiro é o aspecto tecnoldgico, porque desempenham um
papel fundamental no desenvolvimento do sabor do chocolate. O segundo é o
aspecto de saude publica, porque podem transmitir doencas de origem alimentar.
O chocolate ja foi incriminado em varios surtos de salmonelose e, em alguns
deles, a contaminagéo por Salmonella originou-se dos ingredientes de cacau.

O objetivo do presente estudo foi verificar a ocorréncia de enterobactérias,
incluindo Salmonella em cada etapa do processamento do cacau até a obtencao
do chocolate além de determinar caracteristicas fisico-quimicas como pH e
atividade de agua. Foram analisadas 364 amostras, obtidas de produtores e
processadores de cacau da Bahia e comerciantes de chocolate do Estado de Sao
Paulo, sendo 119 amostras de cacau durante o pré-processamento nas fazendas
produtoras; 150 amostras de derivados processados de cacau e 65 amostras
comerciais de chocolate. As polpas de cacau apresentaram resultados
microbiolégicos e fisico-quimicos de acordo com a legislagdo vigente. As
sementes que chegam do campo, antes de entrarem na fermentacdo, nao
apresentaram contaminacao por E. coli, 0 que indica que a matéria prima é uma
fonte menos provavel de entrada de enteropatégenos, dentre eles Salmonella, no
pré-processamento do cacau. Na etapa de fermentacdo ndo houve o isolamento
de Salmonella, nem foi observada correlagdo entre a presenga ou contagem de E.
coli e o tempo de fermentagdo. Todas as fazendas produtoras apresentaram
contaminacao por E. coli. Durante a etapa de secagem das améndoas nao foi
detectada presenca de Salmonella, j& a porcentagem de amostras contaminadas
por E. coliaumentou em todas as fazendas (40% de amostras contaminadas) com
relacdo a etapa anterior. Nas améndoas fermentadas e secas foi detectada a
presenca de Salmonellaem uma amostra, além de ter sido verificado um aumento
na porcentagem de amostras contaminadas por E. coli em relacdo a etapa
anterior. Quanto cacau processado, nas amostras de Nibs analisadas houve o
isolamento de bactérias do grupo enterobactérias e coliformes totais em 17 e 20%
das amostras, mesmo ap6s terem sido submetidos a um processo de torragéo
com temperaturas acima de 110°C. Para os demais produtos foi verificada
contaminacao de até 7% das amostras analisadas. Em relagdo ao chocolate as
amostras analisadas apresentaram resultados microbiol6gicos dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo. Os resultados obtidos nos levam a concluir que: o
pré-processamento do cacau € uma etapa onde ocorre a introducao e
multiplicacdo de microrganismos indicadores e patogénicos como a Salmonella,
sendo que as etapas de secagem e armazenamento se mostraram as mais
criticas; a etapa de processamento também oferece risco de introdugdo e/ou
sobrevivéncia de microrganismos patogénicos como Salmonella.
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ABSTRACT

Microorganisms are extremely important in the processing of cocoa for many
reasons. First of all is the technological aspect because some microorganims play
a key role in the improvement of chocolate flavor. The other aspect is on public
health, mainly on the transmission of food-borne diseases. Chocolate has already
in several outbreaks of salmonellosis, in some of them Salmonella source was
cocoa ingredient. Therefore, the aim of this study was to investigate the occurrence
of been Enterobacteriaceae, including Salmonella, throughout cocoa and chocolate
chain incremented. Furthermore, physico-chemical properties such as pH and
water activity were determined. The amount of 364 samples, obtained from
manufacturers of Bahia state and cocoa traders from S&o Paulo state, were
analyzed, including 119 samples of cocoa during the pre-processing on farms, 150
samples of cocoa processed products and 65 samples of commercial chocolate.
The results indicated that the microbiological and physical-chemical analyses of
the cocoa pulp were according to law. Cocoa sucs before the fermentation process
are not. source of Salmonella and E.coli. In the fermentation stage, Salmonella
was not isolated, but all farms showed contamination by E. coli, without correlation
between the counting of pathogens and fermentation time. In the drying step,
Salmonella was not detected as opposed to E. coli counting, that increased 40% in
all farms with respect to the previous step. In the storage only one sample showed
Salmonella. In Nibs samples were isolated Enterobacteriaceae and total coliforms
in respectively 17% and 20% of samples, despite of roasting processing with
temperatures above 110°C. For other products the contamination of 7%.
Commercial chocolate samples showed results seconding to the standards
established by law.The results lead us to conclude that the pre-processing of
cocoa is the stage where there is the introduction and multiplication of indicators
microorganisms and Salmonella. The drying and storage were the most critical
steps. The processing stages, also offer risk of introduction and survival of
pathogens such as Salmonella.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A palavra cacau € um termo geral, referindo-se ao fruto e as sementes da

espécie Theobroma cacao L, da familia Sterculiacae. (WOOD & LASS, 1985). O
Cacaueiro sempre foi cultivado para aproveitar somente as sementes de seus
frutos, que sdo a matéria-prima da industria chocolateira. Porém recentemente a
polpa comegou a despertar o interesse dos produtores, devido ao seu alto
rendimento (CEPLAC, 2010). O pré-processamento (fermentagdo e secagem) é
feito pelos proprios produtores, que comercializam as améndoas no mercado
externo e interno, para a producao de chocolate.
O cacau e seus derivados séo utilizados na producgéo de varios produtos, sendo o
chocolate o mais importante. Costa do Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria e
Camardes sao responsaveis por mais de 90% das exportacdes mundiais de cacau
(ICCO, 2008)

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de chocolate, depois dos
Estados Unidos, Alemanha e Reino Unido (ICA, 2009 apud ABICAB, 2010). A
producdo brasileira cresceu uma taxa média anual de 5,6% ao ano, de 1992 a
2002 (GARCIA, 2003).

Um dos atributos de maior importancia do chocolate consiste em seu sabor,
inigualavel, conhecido e apreciado mundialmente. Tal sabor € constituido de
inUmeros compostos cuja formacao depende das caracteristicas genéticas do
cacau e do ambiente de cultivo, bem como das operacdes de processamento que
se iniciam na propriedade agricola, como a colheita, fermentagdo e secagem e
continuam nas industrias processadoras de cacau e de chocolate (EFRAIM, 2009).

No processamento, os microrganismos desempenham um papel essencial,
uma vez que os produtos de seu metabolismo induzem a formacao dos compostos
quimicos precursores do sabor do chocolate. Em funcdo disso, ha excelentes
trabalhos que estudam a sucessdo microbiana na fermentacdo do cacau, sua
influéncia no aroma e sabor do chocolate e sua sobrevivéncia nas etapas
posteriores de processamento (ARDHANA & FLEET, 2003; SCHWAN & WHEALS,

2004).
- 14 -



Introducéo

Sob o aspecto de saude publica, dentre os microrganismos que podem
afetar adversamente a qualidade do chocolate esta a Salmonella. A Comunidade
Européia (EC, 2003) destaca o chocolate entre os produtos responsaveis pelos
maiores surtos de salmonelose em humanos, disseminando-se por varios paises e
atingindo grande numero de pessoas. Os produtos de cacau ndo sdo 0s Unicos
ingredientes que podem introduzir Salmonella no chocolate, mas foram
incriminados em alguns surtos (améndoas secas, cacau em po). O sistema
APPCC (analise de perigos e pontos criticos de controle) considera as améndoas
uma fonte permanente de Salmonella na fabricagao de chocolate (ICMSF, 2000).

O controle da matéria-prima é considerado essencial na prevencao de
Salmonella em chocolate (D’AOUST, 1977; ICMSF, 1988; CORDIER, 1994).
Porém, pouco se sabe sobre a presenca de Salmonella e mesmo outras
enterobactérias em produtos brasileiros derivados do cacau. Os relatos
encontrados na literatura sdo muito raros e, no caso de Salmonella,
predominantemente relacionados a investigacdo de surtos. Para a adogédo de
qualquer medida preventiva, sdo necessarios estudos que permitam determinar a
prevaléncia e os pontos de entrada desses microrganismos na cadeia produtiva do

cacau.

-15-



Objetivos

2. OBJETIVOS

- Verificar a qualidade microbiologica de diferentes marcas comerciais de
polpa de cacau.

- Avaliar a prevaléncia de enterobactérias, coliformes totais, Escherichia coli
e Salmonella ao longo da cadeia produtiva do cacau, desde a abertura do fruto até
a obtencdo de améndoa seca e também em produtos processados (nibs, liquor,

manteiga e pd de cacau) e em chocolates comerciais.

- 16 -



Revisdo da Literatura

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. 1. Cacau: Caracteristicas Gerais

O cacaueiro pertencente a familia Sterculiaceae, considerado pelos Astecas
um presente dos deuses aos homens foi batizado por Linneu com o nome
cientifico de Theobroma cacau L. (Theos = Deus + Broma = alimento). O nome da
planta é de origem Asteca, cacahuaquahuitl (cacaueiro) e cacahuatl (cacau)
(LAJUS, 1982; FERRAO, 2002; ABICAB, 2010).

E uma planta nativa da América, das matas equatoriais da regido dos rios
Orinoco e Amazonas (LAJUS, 1982; FERRAO, 2002).

E uma arvore de pequeno porte sendo que a planta nativa pode atingir até
oito metros de altura, porém quando cultivado, com a poda néo excede mais do
que 4 a 5 metros. E componente do sub-bosque da floresta equatorial, vivendo a
sombra das arvores de maior porte (FERRAO, 2002).

Os frutos podem atingir até 25 cm de comprimento e quando maduros
apresentam coloracao alaranjada, amarela ou roxa, dependendo da espécie. Cada
fruto contém cinglienta ou mais sementes, envoltas por uma polpa mucilaginosa.
O cacaueiro pode viver mais de cem anos, a frutificacao inicia-se aos trés anos,
porém a producdo € mais abundante dos oito aos trinta anos. As melhores
condi¢cbes de cultivo sdo em regides com temperatura que varia de 24 a 28°C
(LAJUS, 1982).

O cacaueiro € cultivado em areas tropicais e subtropicais, caracterizadas
pela fertilidade do solo e pelo equilibrio das condigbes climaticas, pois é bastante
sensivel aos excessos de chuva e sol (ABICAB, 2010).

Temperaturas inferiores a 12°C impedem ou reduzem a frutificagcdo do
cacaueiro, a planta também necessita de um indice elevado de chuva e umidade
atmosférica (SEAGRI, 1999).

O cacaueiro desenvolve-se bem em solos argilosos, fraco-argilosos ou
fraco-argilo-arenosos, que possuem boa capacidade de retencdo de agua,
profundos, pH moderadamente acido e bem drenados (FERRAO, 2002). Exige

temperatura sempre superior a 20 graus e, por isso, sua faixa ideal para cultivo, no
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Brasil, fica entre os Estados do Espirito Santo, Bahia e Rondénia (ABICAB, 2010).

No Brasil, os cacaueiros podem produzir até duas colheitas por ano: a
primeira (temporéo) comeca em abril e vai até agosto; a segunda (safra) comeca
em novembro a fevereiro (CEPLAC, 2010).

A polpa consiste de células parénquimatosas, com 89 a 90% de agua, 8 a
13% de acucares, (principalmente glicose e sacarose), cerca de 0,5% de acidos
nao volateis (principalmente acido citrico) e pequenas quantidades de
aminodcidos. O pH varia entre 3,6 e 4,0. As sementes sao ovais, compostas por
dois cotilédones e um embrido (germe), recobertos por uma casca fina e fragil,
também chamada de testa. Os cotilédones contém cerca de um terco de agua, um
terco de gordura (manteiga de cacau) e um terco de outros componentes (amido,
acucares, bases purinicas, compostos fendlicos e &acidos nao volateis)
(CARVALHO, 1997; ICMSF, 2000).

Segundo Lopes (2000), as sementes do cacau Forastero possuem em
média 82,16% de cotilédones, 16,75% de testa e 1,09% de embrido.

A composicdo quimica do cacau depende da variedade e origem das
améndoas, das praticas agricolas e do grau de maturacdo do fruto (MINIFIE,
1989). A composicao quimica média das améndoas de cacau esta apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicao quimica média da améndoa de cacau expressa em relagao

a matéria seca, segundo alguns autores

Composicéo MINIFIE GILABERT ESCRIVA FERNANDEZ BARBERY
(%) (1970) (1997) (1999)
Lipideos 56,0 50,18 53,65
Cinzas 2,8 2,63 2,82
Fibras - 5,18 5,54
Proteinas 12,0 17,78 13,60
Teobromina 1,4 - 1,06
Cafeina 0,2 - 0,17
Umidade - 6,69 7,2
Outros (carboidratos) - 17,54 15,96

Fonte: CRUZ (2002)
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3.1.1. Classificacao

Ao longo dos anos diversas classificacdes sistematicas foram propostas na
discriminagdo das espécies de cacau, sendo que atualmente a mais utilizada é a
classificacdo de Cheesman de 1914 que propés classificar o cacaueiro ndo mais
nas caracteristicas dos frutos, nas quais se verificava uma enorme variedade e
sim no valor do cacau comercial que as plantas davam origem. Com isso, a
classificacao seguida internacionalmente é: Criollo e Forastero (BECKETT, 1994;
PIRES, 2003).

3.1.1.1. Grupo Criollo

As arvores sdo de pequeno porte, frageis e mais susceptiveis a pragas e
doencas. Os frutos sdo alongados, com ponta proeminente. A superficie externa é
rugosa, com sulcos longitudinais profundos e casca pouco espessa. As sementes
sdo grandes e ovais, com cotilédone (polpa) branco. Sao encontrados
principalmente na Venezuela, América Central, México, Java e Samoa (LAJUS,
1982; LOPES, 2000; MATTIETTO, 2001; FERRAOQ, 2002).

A fermentacao da polpa é geralmente curta, ndo excedendo a dois dias, é
um cacau muito aromatico, considerado de étima qualidade. No que se refere a
area cultivada, esta em declinio, devido aos elevados custos de produgéo (devido
a alta suscetibilidade a pragas e doengas) que ndo sao compensados pelas
cotacdes que conseguem no mercado (FERRAO, 2002).
3.1.1.2. Grupo Forastero

As arvores sao mais robustas, de maior porte e mais resistentes a pragas e
doencas. Os frutos sdo grandes, com cerca de 25 cm de comprimento, mais
arredondados, com a casca dura e superficie quase lisa. As sementes séo
achatadas e o cotilédone apresenta coloracdo levemente violacea. Cada fruto
contém entre 30 e 50 sementes. Esse cacau depois de fermentado apresenta um
aroma considerado suave, um gosto mais acido e adstringente quando comparado
ao Criollo. Sdo encontrados em todos os paises produtores de cacau do mundo
(LAJUS, 1982; FERRAOQ, 2002).

A fermentacdo da polpa é mais demorada podendo ultrapassar cinco dias.
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O cacau comercial é menos aromatico, porém é possivel obter-se cacau de
excelente qualidade com uma boa tecnologia de pré-processamento (FERRAO,
2002).
3.1.1.3. Cacau Trinitarios

A hibridizagao natural entre os grupos Criollo e Forastero deu origem ao
grupo Trinitarios. Considerados de melhor qualidade que o grupo Forastero,
possui resisténcia a pragas e doengas provenientes dessa variedade, com o sabor
frutal e suave do grupo Criollo (FERRAQ, 2002).

Até a década de 70, os principais problemas agrondmicos que estimularam
a pesquisa no Brasil, visavam o melhoramento dos aspectos qualitativos da
améndoa do cacau, tamanho dos frutos, uniformidade das arvores, produtividade
e resisténcia a pragas e doengas. Trabalhos desenvolvidos pela CEPLAC/BA
(Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira) resultaram em diferentes
produtos hibridos. A estratégia era pautada em cruzamento entre individuos
selecionados que apresentassem caracteristicas de precocidade, qualidades
organolépticas (aroma e sabor), teor de gordura, peso da améndoa seca acima de
1,29, producédo com 1 a 2 anos de antecedéncia, longevidade, variabilidade, vigor
hibrido e resisténcia as pragas e doencas (CEPLAC, 2010).

Com a introdugdo do fungo Moniliophthora perniciosa (“vassoura-de-
bruxa”), na regido sul da Bahia, os trabalhos de melhoramento voltaram-se quase
que exclusivamente para encontrar fontes de resisténcia ao fungo, assim o
produtor de cacau passou a ter trés opgdes quanto ao uso de material genético: A
primeira foi o uso de variedades clonais selecionadas pela CEPLAC, a segunda foi
a utilizacao de propagulos obtidos da variedade Theobahia ou sementes desses
materiais, e a terceira opcao foi a selegdo de cacaueiros resistentes nas proprias
fazendas de produtores da regido ou em areas vizinhas (CEPLAC, 2010).

O mercado também conta com o Cacau Fino ou Aromatico que séao
utilizados usualmente para produzir sabores especificos em determina dos
produtos. Os graos correspondentes a esta categoria dao caracteristicas

particulares de aroma ou cor em chocolates finos. Também se usam, embora cada
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vez menos, para produzir chocolate em pé utilizado na preparacdo de certos
alimentos e bebidas. A oferta mundial de cacau fino ou aromatico € reduzida e
representa apenas 5% do total (PUBLITEC, 2010).

3.2. Aspectos Histéricos do Cacau e Chocolate

De origem americana, a semente de cacau foi moeda corrente entre os
povos centro-americanos, alimento importante das classes nobres, expressao de
riqueza quando acumuladas nos celeiros dos grandes senhores (FERRAO, 2002).

Os nativos americanos torravam e descascavam as sementes que depois
eram moidas com auxilio de pedras. Devido ao calor do ambiente, do calor
liberado pelo atrito e a elevada quantidade de gordura, formava-se uma
substancia pastosa e espessa, a que se adicionavam outros ingredientes. Essa
iguaria sO era acessivel aos mais poderosos. Era oferecida aos deuses e depois
consumida pelos sacerdotes nos templos (FERRAO, 2002; ABICAB, 2010).

Da mesma pasta preparava-se uma bebida perfumada pela adicdo de
baunilha, pimentas picantes, pétalas de rosas, varios outros produtos e agua
quente. Parte da gordura era utilizada pelas mulheres nos seus tratamentos de
beleza. A bebida era considerada nutritiva, fortificante e afrodisiaca (FERRAO,
2002).

Por volta de 1585 houve a necessidade de estabelecer novas plantagdes
nas regides tradicionalmente produtoras e de expandir a cultura em novas terras
americanas devido o grande nimero de carregamentos para a Europa (FERRAO,
2002).

A Espanha manteve por todo século XVI os segredos do processo de
preparacao da pasta de cacau. Em 1605 os italianos aprenderam o processo de
tratamento das sementes e assim fez cair o monopélio espanhol do cacau torrado
na Europa. O conceito passou rapidamente para a Austria, posteriormente a corte
francesa e com o consumo cada vez mais acelerado o cacau produzido nas
colénias espanholas das Américas ja nao era mais suficiente para o
abastecimento do mercado europeu, iniciaram-se entdo novas plantacées nas

colénias francesas e inglesas da América. Em meados 1660 o consumo de cacau
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chegou a Inglaterra, posteriormente a Holanda e Alemanha (FERRAQ, 2002).

O cacau chegou ao Brasil, pelo Estado do Para, em 1746, sendo
posteriormente levado para o Estado da Bahia, onde a cultura se desenvolveu em
bases econ6micas (ABICAB, 2010). Em 1822 a cultura do cacaueiro foi
introduzida na Africa, primeiro em Sdo Tomé e Principe, depois Gana, Nigéria e
Costa do Marfim (FERRAQ, 2002).

A primeira industriaia de chocolate foi na Alemanha. Em 1818, Gaspar van
Hooten introduziu a técnica de retirada da gordura das sementes, que
posteriormente deu origem ao chocolate em pd. A gordura retirada (manteiga de
cacau) passou a ter grande valor na &area farmacéutica e cosmética (FERRAO,
2002).

Em 1847 a empresa Fry and Son, preparou o primeiro chocolate sdlido.
Alguns anos mais tarde, Rod Lindt introduziu a conchagem das massas e
adicionou durante essa operagdo um suplemento de manteiga de cacau, assim
apareceu o chocolate fondant. Em 1913 Suchard em Montreal fez o primeiro
chocolate recheado, em 1926 na fabrica de Neuchatel desenvolveu o creme de
chocolate e em 1934 produziu pela primeira vez na fabrica da Nestlé em Vevey o
Chocolate branco. Em 1945 surgiu no mercado o primeiro leite com chocolate, em
garrafas de vidro esterilizado. Em 1954, a Suchard langou pela primeira vez no
mercado o chocolate em pé instantaneo (FERRAO, 2002).

Quanto aos aspectos de cultura do cacau, a experiéncia foi mostrando que
as sementes de s6 exibiam o caracteristico e desejado flavor na torra com uma
tecnologia pés-colheita que foi se aperfeicoando ao longo dos tempos (FERRAO,
2002).

O beneficiamento (fermentacao e secagem) do cacau, para obtencao de um
produto de qualidade organoléptica superior, apesar da disponibilidade de
tecnologias para tal, nunca foi considerado uma vez que nao existem precos
diferenciados no mercado para produtos de melhor qualidade. A industria compra
0 produto indistintamente e faz um blend de cacau de cada regido, portanto ndo
ha estimulo para o agricultor melhorar a qualidade do produto (MORORO, 2011).
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Somente no inicio do século passado iniciou-se 0s estudos visando
conhecer melhor a composicdo da semente de cacau, antes e depois da
tecnologia pos-colheita, as transformagdes que se ocorrem durante o processo e a
definicdo de técnicas mais aperfeicoadas e cientificamente apoiadas visando a
melhoria da qualidade do produto final. Mesmo assim, poucos dos conhecimentos
cientificos adquiridos foram incorporados na melhoria dos métodos e na

preparacido do produto para o comércio (FERRAQ, 2002).

3.3. O Mercado do Cacau

Em 1910 o Brasil era o maior produtor mundial de cacau, com 29 mil
toneladas anuais. No decénio 1920-1930 a lavoura cacaueira atravessou um
periodo de muita agitacdo e intranquilidade, principalmente pelas mudancas
produzidas pela Primeira Guerra Mundial (RANGEL, 1982). Mesmo assim, até
meados do século XX os produtores latino-americanos (México, Venezuela,
Equador e Brasil) dominavam a produ¢cao mundial. No final da década de 80, com
a chegada da enfermidade causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa
(“vassoura-de-bruxa”), ocorreu um dramatico declinio na produgado, passando de
378.000 toneladas em 1990/1991, para 118.700 toneladas em 1999/2000. Esta
enfermidade disseminou-se rapidamente, atingindo mais de 90% da regiédo
produtora da Bahia. Consideraveis esforcos vém sendo feitos para controlar a
“vassoura-de-bruxa”, com a substituicio de um terco das plantacbes por
variedades mais resistentes (GRAY, 2001).

Na década de 90, em virtude dos precos internacionais baixos, condi¢cbes
climaticas desfavoraveis e principalmente o aparecimento da doenga ‘vassoura-
de-bruxa’, o Brasil se viu obrigado a importar cacau em améndoas para abastecer
suas industrias e preservar os empregos dos funcionarios existentes no parque
industrial do cacau. Em 1992/93 foi realizada a primeira importacao significativa,
2.171 toneladas de cacau em améndoas (ZUGAIB, 2008).

As exportagbes, que em 1990/91 atingiam 112 mil toneladas e se
reduziram vertiginosamente para 764 toneladas em 2007/08. Além disso, o Brasil

mudou também de comportamento, ou seja, ao invés de exportar somente a
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matéria-prima, passou a exportar também produtos semi-industrializados ou
processados com maior valor agregado, de 1983 a 2007 a exportacédo brasileira
de manteiga de cacau aumentou de 12% para 39%, e do cacau em po6 de 4% para
35% (ZUGAIB, 2008).

Em dezembro de 2009 o Brasil exportou 326,3 toneladas de cacau em

graos, equivalente a 3.938 sacas e 66.648,3 toneladas de produtos processados,
como liquor, manteiga, torta e p6 de cacau. (CACAUTH, 2010a)
A cultura cacaueira difundiu-se para algumas dezenas de paises, situados na faixa
de clima tropical, com grande incremento no cultivo. Hoje a produgado de cacau
esta concentrada na Costa do Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria e Camardes sao
responsaveis por mais de 90% das exportacbes mundiais (ICA, 2009 apud
ABICAB, 2010). Sendo que o Brasil vem mantendo uma posicdo de destaque,
sendo o primeiro entre os paises latino americanos (FERRAO, 2002; ICCO 2008).

Em 2007/2008 a producao mundial de cacau chegou a quase 3,7 milhdes
de toneladas, um aumento de 9% em comparacdo com a safra anterior. A
producédo cresceu 13% na Africa e 11% na América, em contrapartida na Asia e
Oceania a produgdo caiu quase 8%. A Africa foi o maior produtor de cacau com
72% da producao mundial (ICCO, 2008).

O processamento do cacau em derivados (/iquor de cacau, torta de cacau,
manteiga de cacau e cacau em p0) e chocolate € realizado predominantemente na
Europa e na América do Norte, destacando-se a Alemanha e os Estados Unidos
(CACAUTH, 2010b). Ha, entretanto, uma tendéncia crescente de processamento
nos locais de origem, cuja cota total passou de 32% em 1999/2000, para quase
36% em 2003/04. Este aumento se deve, em parte, as politicas estatais de
fomento a exportacdo de produtos semi-acabados, com valor agregado, em lugar
do cacau em grao. Como decorréncia, tem-se observado grandes investimentos,
pelas empresas multinacionais, em plantas de beneficiamento nos paises de
origem. O Brasil destaca-se como o 5° pais do mundo no processamento de
cacau, atrds apenas de Estados Unidos, Holanda, Costa do Marfim e Alemanha
(ICCO, 2004). O maior parque moageiro de cacau esta implantado no centro da

regiao produtora de llhéus e Itabuna na Bahia.
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O cacau e seus derivados sao utilizados na producao de varios produtos
como confeitaria, panificacao e bebidas, sendo o chocolate o mais importante. Os
principais compradores externos sao a Holanda (34%), os Estados Unidos (25%),
a Argentina (16%) e o Canada (8%) (AGRIANUAL, 2004). No mercado doméstico,
destinam-se as industrias de chocolates e achocolatados instaladas
principalmente nas regidées Sul e Sudeste. O Brasil € o quarto maior produtor
mundial de chocolate, depois dos Estados Unidos, China e Alemanha (ABICAB,
2010).

3.4. Cadeia Produtiva do Cacau

A cadeia de produgao agro-industrial do cacau € descrita em quatro etapas:

1) a cultura do cacau nas fazendas produtoras, que englobam o plantio e 0
pré- processamento, até a obtencao das améndoas de cacau;

2) a industria de primeira transformagédo do cacau ou industria de moagem
do cacau, que parte da améndoa para produzir os derivados de cacau (liquor,
manteiga, torta e cacau em pé e torta);

3) a industria de chocolate cobertura, que através de processos de
produgdo adequados utiliza os derivados de cacau para a fabricagdo do chocolate
cobertura;

4) a industria de produtos de chocolate ou industria chocolateira, que
trabalha o chocolate cobertura para obtencéao de produtos finais (bombons, barras,
tabletes, figuras, confeitos de chocolate, etc.) (GARCIA, 2003).

A Figura 1 apresenta um fluxograma resumido das etapas de

processamento das sementes de cacau.

-25.



Revisdo da Literatura

TN

Colheita Origem, variedade e estdgio de maturagdo
l dos frutos
Tempo de pés-colheita e % de polpa:

relacdo com acidez e teor de acicares
Quebra dos Frutos § ¢

Desgrana e Despolpa w
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Fermentagdo = peratura
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l Améndoa Formacgio de precursores de sabor
Reducdo de amargor e adstringéncia
Secagem Contir}uidade das mudangas bioquimicas
l 1 Agua e Acidez (4cidos volateis)

Desenvolvimento de sabor
Torragdo 1 Agua e Acidez (acidos volateis)
l U Mudanca de Textura

Moagem e Refino

l

Conchagem

|

Desenvolvimento de sabor e textura
| Agua e componentes ndo desejaveis
(acido acético e aldeidos)

Proporcionar uma cristalizag¢@o controlada
Temperagem (consisténcia ideal e evitar defeitos)
Chocolate

Figura 1. Fluxograma resumido do processamento das sementes de cacau para
producédo de chocolate e a relacdo com as etapas de desenvolvimento de sabor
(MATTIETTO, 2001)
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3.5. Pré-processamento do cacau

3.5.1. Colheita e Quebra dos frutos

A colheita dos frutos maduros é realizada manualmente. Posteriormente os
frutos sdo partidos evitando-se que as sementes sejam danificadas. As sementes
sao retiradas com a polpa aderida, e submetidas a fermentacao. O intervalo entre
a quebra e o inicio da fermentacao nao deve ser superior a 24 horas para que nao
ocorram reagdes quimicas indesejaveis. Sementes provenientes de quebras em
dias diferentes ndo devem ser fermentadas juntas, pois isso conduz a uma
fermentacao desigual (EFRAIM, 2004).

A maturidade do fruto é muito importante para a boa fermentacado, pois
améndoas de frutos muito maduros podem apresentar germinagdo, com risco de
contaminagao interna devido a ruptura da casca fina. Em casos de frutos colhidos
antes da maturidade, a polpa contém baixos teores de acglcar, portanto a

fermentacao pode ser lenta (LAJUS, 1982).

3.5.2. Fermentacao

E uma das etapas de pré-processamento que mais afetam a qualidade dos
produtos obtidos a partir do cacau, € nela que inicia a formagdo do sabor do
chocolate. Nesta etapa ocorre reagdes bioquimicas no interior dos cotilédones que
causa a morte do embridao e o desenvolvimento de compostos caracteristicos
conhecidos como os precursores do sabor de chocolate (ROHAN & CONNEL,
1964; SCHWAN & WHEALS, 2004; LAGUNES-GALVEZ et al., 2007).

Segundo Schwan (1996), o cacau brasileiro € muito acido, caracteristica
que dificulta a aceitagcdo no mercado internacional, sendo que a alternativa
encontrada é a retirada de parte da polpa (20%) antes da fermentacao. Essa polpa
retirada € utilizada na producao de sucos, sorvetes, geleias, licores, alcool, vinagre
e outros produtos (ICMSF, 2000).

Um processo de fermentagdo controlado ¢é fundamental para o
desenvolvimento dos precursores de chocolate. As sementes ndao fermentadas

séo incapazes de produzir tal sabor (BRANDEAU, 1970).
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Na fermentacdo, sado fatores de grande importancia, o sistema, a
temperatura do ambiente e da massa, o pH e acidez da polpa e do cotilédone, o
revolvimento da massa, o tempo de processamento e a microbiota presente
(ROHAM & CONNEL, 1964; LOPEZ & QUESNEL, 1973, FERRAO, 2002).

A duracao do processo de fermentagao ira variar de acordo com o tipo de
cacau, condi¢des climaticas da regiao e a técnica utilizada. O final da fermentacao
pode ser observado pelo entumecimento da améndoa, cor dos cotilédones, odor
da massa e queda de temperatura (LAJUS, 1982).

A técnica de fermentacdao em montes € realizada principalmente em Gana,
Nigéria e Costa do Marfim. As sementes sdo amontoadas no ch&o sobre folhas de
bananeira e recobertas com o0 mesmo material (ROHAN & CONNEL, 1964).

A fermentagcdo em cestos, técnica bastante utilizada na Nigéria, € realizada
com a forracdo e cobertura dos cestos com folhas de bananeira (FORSYTH &
QUESNEL, 1957).

A fermentagdo em bandejas, desenvolvida por ROHAN & CONNEL (1964),
consiste em 12 bandejas de madeira que sdo empilhadas sendo que a superior €
coberta por folhas de bananeira. Cada bandeja é dividida ao meio por uma tabua
removivel. Ap6s 24 horas de fermentacdo, a pilha é recoberta com sacos bem
ajustados. Nao é necessaria manipulacao ao longo da fermentacéo.

Na América utiliza-se o método de fermentagdo em caixas, conhecido como
“cochos de fermentagdo”. Sao construidas de madeira com paredes divisérias
removiveis e drenos nos lastros para saida do mel e ventilacdo da massa
(MARAVALHAS, 1971; CEPLAC, 1980).

O revolvimento da massa € um processo muito importante, pois permite a
aeracdo das sementes o que controla o nivel de acidez e a temperatura,
influenciando na atividade enzimatica necessaria para o desenvolvimento do sabor
caracteristico do chocolate (SCHWAN et al, 1990). Segundo alguns autores o
revolvimento deve ser realizado ja apds as primeiras 24 horas do inicio da
fermentacdo (FORSYTH & QUESNEL, 1957; FERRAO, 2002).

A fermentacdo do cacau inicia-se naturalmente pela acdo da atividade

microbiana na polpa que envolve as sementes. A¢gdo microbiana inicia-se logo
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apdés a quebra do fruto pela contaminacdo natural da polpa mucilaginosa
(SCHWAN, 1996).

No interior dos frutos sadios a polpa € considerada estéril e contamina-se
imediatamente durante a quebra dos frutos pelas maos dos operadores e
posteriormente pela exposi¢cao ao ambiente (LAJUS, 1982).

Segundo Schwan (1996), os principais microrganismos responsaveis pela
fermentacdo do cacau brasileiro proveniente da Bahia sdo as leveduras dos
géneros  Saccharomyces, Candida, Pichia, Kloeckera, Torulospora e
Kluyveromyces, as bactérias lacticas Lactobacillus ssp, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus lactis e as
bactérias acéticas Acetobacter pasteurians, Acetobacter peroxydans, Acetobacter
acetti e Gluconobacter oxydans.

Primeiramente, ocorre a proliferacdo de leveduras, que iniciam a conversao
anaeroébica da sacarose, glucose e frutose em etanol e CO,. Nesta etapa o pH da
polpa & de aproximadamente 3,6. A temperatura da massa eleva-se para 30-35°C
e as células da polpa comegcam a se romper nas primeiras 24 a 36 horas, levando
a uma exsudacao aquosa chamada de mel (LOPEZ & QUESNEL, 1973; MINIFIE,
1989).

As bactérias lacticas podem fermentar uma extensa gama de agucares,
inclusive pentoses. Podem atacar os &cidos malico e citrico, produzindo acido
lactico, acético e dioxido de carbono levando a uma queda na acidez inicial e
elevacao do pH (DRUMMOND, 1998).

Apés os dois primeiros dias do processo de fermentacdo, com a aeracéo da
massa, reducdo dos acucares, presenca de etanol e acido lactico, temperatura
entre 35-40°C e pH acima de 4,0 ha a interrupcédo do crescimento das bactérias
lacticas e inicia-se a acao das bactérias acéticas que na presenca de oxigénio,
convertem o etanol em &cido acético e agua. Essa reacédo é exotérmica elevando
a temperatura da massa a 50°C ou mais (DRUMMOND, 1998).

O aumento da temperatura da massa e a acao do etanol e dos &cidos,
principalmente do acético, sob os cotilédones leva & morte do embrido entre o

segundo e o terceiro dias de fermentacéo, a partir desse momento os gréaos de
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cacau passam a denominarem-se améndoas (MACRE et al, 1993; ZAMALLOA,
1994). A Figura 2 apresenta as reagOes observadas na semente de cacau durante

a fermentagao, apés a morte do gérmen (BECKETT, 1994).

UBSRACAT OF r@mag
HSUBSTRATS S H

ANTOCIE NS, = - - - CUAN A E - - ~ A b atiEs

SEMENTE

Figura 2. Reacbes observadas na semente de cacau durante a fermentacao, apds
a morte do gérmen (BECKETT, 1994)

Geralmente a fermentacao do cacau tipo Criollo leva de 2 a 3 dias e do tipo
Forastero de 5 a 8 dias (BECKETT, 1994). No entanto, o tempo de fermentacéo
do cacau também esta relacionado a disponibilidade de améndoas no mercado,
ou seja, quanto menor a quantidade de améndoas fermentadas e secas
disponiveis para compra, menor tende a ser o tempo que o produtor de cacau
fermenta as sementes (EFRAIM, 2009).

A Figura 3 apresenta as fases e reacdOes observadas durante a

fermentacao.
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FASE
ANAEROBICA

Sementes com Polpa

'

Caixas de Fermentagdo

'

Acucares

Leveduras

Alcool + 17,8 kcal

Auséncia de Ar

Elevacdo da Temperatura e do pH
Liquefacdo da Polpa/Drenagem do Mel

'

FASE Entrada de Ar na Massa de Fermentacdo Tt TTTToTTos !
AERDIBICA Crescimento de Bactérias Laticas e Acéticas | L___ 70 ORAS .

Alcool

Bactérias Acéticas + 02

Acido Acético

'

»
»

}

v

Acido Litico + Acido Acético l

Acido Acético + 118,2 kcal

CO2 + H20 + 209,4 kcal

Morte do Gérmen

Difuséo dos pigmentos através das células de armazenagem

'

Reacdes Enzimdticas (Hidrdlise e Protedlise) i 96 HORAS i

A\ 4

Desenvolvimento dos Precursores de Sabor

'

Entrada de oxigénio na semente
Reacdo oxidativa por acdo enzimadtica (redu¢cdo do amargor e da adstringéncia)

4

Aumento do pH para aproximadamente 5,0 i 120 - 168 HORAS i

Figura 3. Reagbes observadas durante a fermentacdo do cacau (LOPEZ, 1974

apud EFRAIM, 2004)
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3.5.3. Secagem

Terminada a fermentacao, as améndoas que possuem uma umidade de 40-
50% devem ser secas imediatamente até uma umidade final de 6-8%. Esta etapa
é fundamental para que ocorra a inibicdo de reagdes bioquimicas e o crescimento
de microrganismos indesejaveis. Durante o processo de secagem, dependendo
das condicdes do ambiente (periodos com auséncia de sol continuo) a perda de
umidade pode ocorrer muito lentamente favorecendo o desenvolvimento
microbiano indesejavel nesta etapa. A secagem pode ser realizada naturalmente
com exposicdo ao sol, ou artificialmente utilizando-se secadores rotativos ou
fornos (HANCOCK & FOWLWER, 1994; ICMSF, 2000).

As sementes sdo espalhadas e revolvidas frequentemente para
proporcionar a remoc¢ao uniforme da umidade (GARCIA, 1985).

No Brasil, para secagem natural sdo utilizadas instalagées construidas em
alvenaria de pedras ou tijolos, com lastro de madeira de 6 a 12 m de comprimento
e cobertura de zinco ou aluminio movel, com rodas e trilhos de ferro denominadas
barcacas. A velocidade de secagem deve ser tal que permita a migragdo da
umidade e de compostos volateis como o acido acético formado na fermentacao,
do interior dos cotilédones para a superficie das améndoas, de forma que sejam
eliminados uniformemente. Quanto mais rapida a secagem, conforme geralmente
ocorre em secadores nos quais as temperaturas alcangadas sdo superiores a
40°C, maior a acidez final das améndoas, pela dificuldade em se eliminar o acido
acético. Durante a etapa de secagem a volatilizacdo do acido acético faz com que
o0 pH das améndoas de cacau se eleve e permanega entre 5-6. Dessa forma,
cuidados sao requeridos no sentido de se evitar o desenvolvimento de fungos
produtores de toxinas e de microrganismos putrefativos que possam afetar o sabor
das améndoas. Durante a secagem, deve-se evitar ainda o contato das améndoas
com fumacga, produzida pela combustdo da madeira utilizada como fonte de
aquecimento de secadores rotativos artificiais, pois esta afeta o sabor das
améndoas de cacau, bem como dos produtos obtidos (EFRAIM, 2009).

Devido a redugao da atividade de 4gua (aw) das améndoas no decorrer da

secagem, um pequeno grupo de microrganismos € capaz de se desenvolver ao
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longo dos dias (SCHWAN & WHEALS, 2004). Segundo Copetti (2009), no inicio
da secagem, as améndoas ainda apresentam uma aw elevada, assim ha
condic¢des para o desenvolvimento leveduras, fungos filamentosos e bactérias.

O armazenamento das sementes apds secagem também deve ser
acompanhado, evitando ambientes com elevada umidade e pouca circulacdo de
ar, pois as améndoas de cacau sao higroscopicas e seu ganho de umidade
durante o armazenamento pode levar ao desenvolvimento de fungos e outros
microrganismos. A umidade deve ser mantida entre 6 e 7%. Deve-se controlar

também focos de infestacao por insetos e outras pragas (BECKETT, 1994).
3.6. Obtencao dos Produtos de Cacau

3.6.1. Definicao dos produtos processados de cacau

O processamento do cacau gera os produtos intermediarios da fabricacao
do chocolate, definidos abaixo:

“‘Nib” de cacau: é a améndoa de cacau fragmentada (separagao dos
cotilédones), apds a remocgao da casca e gérmen (BECKETT, 2008).

Massa, pasta ou liquor. € o produto obtido apdés moagem dos “Nibs”
torrados (FERRAO, 2002; BECKETT, 2008).

Torta de cacau: trata-se do liquor ou massa de cacau prensada, apos a
separacdo da manteiga de cacau (MINIFIE, 1989; FERRAO, 2002; BECKETT,
2008).

Manteiga de cacau: é a gordura obtida pela prensagem do liquor.
(BECKETT, 2008).

Pé de cacau: é a torta de cacau finamente triturada. O pH varia entre 5,2 e
5,6 no p6 de cacau natural e 6,8 e 7,5 no pé de cacau alcalinizado (MINIFIE,
1989).
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3.7. Processamento do cacau

3.7.1. Limpeza e Selecao

Antes do processamento industrial, as améndoas fermentadas e secas sao
submetidas a limpeza para a separacdo de impurezas como fibras, insetos,
pedras, metais, etc. que podem interferir nas demais fases do processamento.
(MINIFIE, 1989; FERRAOQ, 2002; BECKETT, 2008). Sao utilizados equipamentos
como peneiras e magnetos que combinam ventilacao e vibragdo (MINIFIE, 1989).

Essa fase €& importante para evitar danos ao maquinario nas fases
posteriores, bem como para garantir a qualidade do sabor no produto final
(KLEINERT, 1994).

Ap6s a limpeza, as améndoas podem ser torradas inteiras ou entdo
quebradas em pequenos fragmentos, denominados nibs, que devem ser
separados de forma eficiente da testa (casca que envolve as améndoas) e do

gérmen, antes da torragéo (FAQO, 2001).

3.7.2. Torracao

A torracao é um tratamento térmico que tem como objetivo complementar o
desenvolvimento das reag¢des quimicas responsaveis pelo desenvolvimento de cor
e sabor do chocolate que foram iniciadas na fermentacdo. Nesta etapa ocorre
também a reducdo da agua, acidos volateis e outras substancias presentes nas
améndoas que podem conferir amargor e acidez no produto final, além da reducéo
no numero de microrganismos. Auxilia também na separagédo da casca, pois esta
se torna mais quebradica e pode ser removida por ventilacdo (MINIFIE, 1989;
FERRAOQ, 2002; BECKETT, 2008).

Segundo Beckett (1994), torragdo pode atingir temperaturas que variam de
110 a 140°C por um tempo de 45 minutos a uma hora. As condicbes de tempo e
temperatura da torracédo variam de acordo com o equipamento e produto requerido
(MINIFIE, 1989).

A torracdo pode ser realizada nas améndoas inteiras, nos “nibs” de cacau e

até mesmo na pasta de cacau (liquor) (ICMSF, 2000). No caso da torragdo das
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améndoas inteiras, elas passam por um processo de pré torracdo ou secagem,

que reduz a umidade para 3-4% e facilita a remogéao da casca e a fragmentacao
em “nibs” (CARVALHO, 1997).

A Figura 4 apresenta os métodos alternativos de processamento das

améndoas de cacau descritos por Fadini (1998).

Fermentacgdo e Secagem das
Ameéndoas

Limpeza

Torracdo das Améndoas
Inteiras

Quebra, descorticagao e
degerminacao

Moagem

Micronizagdo

Quebra, descorticagio e
degerminacao

Refino

Torracdo dos Nibs Moagem
Moagem Refino
Refino Torracdo do Liguor

Figura 4. Fluxograma de processamentos alternativos das améndoas de cacau.
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A torracdo das sementes inteiras apresenta as seguintes desvantagens:
grande demanda de energia necessdria para penetrar na testa e atingir os
cotilédones; a torracdo nunca é uniforme devido a variagdo nos tamanhos dos
graos; risco de contaminagdo do cotiléedone pelos contaminantes presentes na
superficie da casca (THORZ et al, 1984; BECKETT, 1994). A vantagem de torrar
as améndoas inteiras € que a casca se solta facilmente facilitando a remocéao
(BECKETT, 1994).

O binébmio tempo/temperatura depende de varios fatores como a origem e o
periodo de colheita do cacau, os tratamentos anteriores a torrefacao, a umidade, o
tamanho das améndoas e as caracteristicas do sabor desejado. (SCHWAN &
WHEALS, 2004).

O tempo e temperatura da torracao também determinam as caracteristicas
quimicas finais como pH, teores de umidade e de lipideos totais, o tipo e teor de
compostos aromaticos, acucares redutores e aminoacidos livres. A reacdo de
Maillard € a principal responsavel pela formacdo de sabor desejadas do cacau
(PEZOA-GARCIA, 1989; ROSLI et al., 1996).

A torracdo também € importante para a eliminagdo do &cido acético e
outros compostos volateis indesejaveis formados na fermentagédo, a umidade das
améndoas ou dos nibs no inicio do processo de torragao deve ser de 5 a 7%, pois
a agua auxilia na liberacdo destas substancias. Com isso, a torracdo deve ser
realizada de forma lenta para que ndo ocorra a desidratacdo da superficie dos
cotilédones, ja que quando a desidratacao ocorre de forma rapida ha a formacao
de uma pelicula na superficie externa que impede a evaporacdo de agua
(MEINERS et al, 1984). Na torracdo também ocorre a inativagdo de enzimas
capazes de degradar a manteiga de cacau e ha o desenvolvimento da cor
caracteristica do chocolate (PEZOA—GARCiA, 1989; ZOMALLOA, 1994).

Segundo Beckett (1994) e Minifie (1989), outro tratamento térmico pode ser
realizado ap6s a torracdo, para destruir os microrganismos que nao foram
destruidos nos primeiros estagios da torracdo. Segundo esses autores, uma
esterilizacao final assegura a destruicao de bactérias termoresistentes e esporos.
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3.7.3. Moagem

Apés a torragdo, os nibs devem ser prée-moidos em moinhos de martelos,
pinos ou discos e posteriormente € realizada a moagem fina em moinhos de
discos, de esferas ou de cilindros até a granulometria de 20 a 40 um (NIEDIEK,
1994).

Devido ao calor liberado na operacéao e ao alto teor de gordura, cerca de
55%, 0s nibs sdo convertidos em uma massa fluida denominada liquor. (FERRAO,
2002; BECKETT, 2008).

A moagem dos nibs além de reduzir o tamanho das particulas para que
possa ser transformadas em liquor, também objetiva remover o maximo de
gordura do interior das células, melhorando a viscosidade e posterior separacéo
das fracdes de torta e manteiga de cacau (BECKETT, 2008).

3.7.4. Prensagem

Na etapa de prensagem o liquor é submetido a altas pressdes e
temperatura entre 95 e 105°C para separar a manteiga da torta de cacau com 12 a
22% de gordura final. (MINIFIE, 1989; FERRAO, 2002; BECKETT, 2008).

A manteiga de cacau é o ingrediente de maior importancia na composicao
do chocolate, estando geralmente presente na proporcdo de 25-35%. E
responsavel pelo brilho, textura e maciez do chocolate (BISPO, 1999).

3.7.5. Obtencao de P6 de Cacau

A torta passa por mais um processo de moagem, obtendo-se um po6 fino. O
cacau em po6 pode ser utilizado na fabricacdo de bebidas achocolatadas, recheios
para biscoitos, sorvetes, confeitos para bolos, sobremesas e pudins. Devido ao
seu forte sabor, o conteldo no produto final é baixo, normalmente inferior a 5%
(ICMSF, 2000). Para aumentar a solubilidade, pode ser feita uma alcalinizacéo,
que eleva o pH, pode melhorar o sabor (menos adstringente, menos amargo e
menos acido) e intensifica a coloragdo marrom. Para isso, o pé (ou os “nibs’, o
liquor ou a torta) sdo aquecidos com alcali (usualmente hidroxido de sdédio ou

carbonato de potassio) em temperaturas entre 85 e 115 C (ICMSF, 2000).
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3.8. Processamento do chocolate

O chocolate é definido no Codex Standard 87-1981 (CODEX, 1981) como o
produto homogéneo obtido por um processo de manufatura adequado, da mistura
de um ou mais dos seguintes ingredientes: nibs de cacau, massa de cacau, torta
de cacau e pd de cacau, com ou sem a adicdo de ingredientes opcionais
permitidos (acucar, leite em p6 e outros) e/ou agentes flavorizantes.

O Codex Alimentarius (2003) define o chocolate como o produto
homogéneo, obtido por um adequado processo de manufatura de produtos de
cacau, podendo ser combinado com leite e derivados, aglucares ou adocantes,
além de outros aditivos e agentes flavorizantes.

A fabricacdo €é composta de seis etapas basicas: mistura, refino,

conchagem, temperagem e resfriamento/modelagem.

3.8.1. Mistura

Na etapa de mistura, os produtos de cacau e os outros ingredientes séao
misturados até a obtencdo de uma massa homogénea, de consisténcia plastica
refinavel. Para facilitar a mistura, os ingredientes liquidos devem ser adicionados
antes dos ingredientes sélidos. A definicao dos tipos e quantidade de ingredientes
depende do tipo de chocolate que sera fabricado, podendo incluir, além de um ou
mais derivados de cacau, agucar, leite em pd, lecitina e baunilha. O chocolate
branco ndo contém liquor de cacau, sendo elaborado apenas com manteiga de
cacau, leite e agucar. O chocolate amargo tem maior teor de liquor de cacau
(CARVALHO, 1997).

3.8.2. Refino

No refino, a massa passa por cilindros, ajustados para reduzir
progressivamente o tamanho das particulas e completar a homogeneizacao da
mistura. Essa etapa tem um papel fundamental na textura, comportamento de
fusdo e propriedades reoldgicas do chocolate. Particulas menores do que 25um
ndo sao percebidas e garantem uma boa fusdo do chocolate na boca. Particulas

maiores que 25um sao percebidas e ddao uma sensacao aspera ou arenosa.
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Particulas muito menores causam uma sensacao pegajosa. Na mistura refinada,
90% das particulas devem alcangar dimensées em torno de 20um (CARVALHO,
1997, COHEN et al., 2004).

3.8.3. Conchagem

Na etapa de conchagem, a massa € submetida a agitacao e cisalhamento,
sob temperatura controlada (geralmente entre 60 e 7OQC), para suavizar o sabor e
melhorar as caracteristicas reolégicas. Nessa etapa ocorrem reducao da acidez
(eliminagéo de &cidos volateis indesejaveis), reacdo de Maillard (aperfeicoamento
da cor e do sabor) e redugcdo da umidade (diminui a viscosidade). Pode durar
horas ou dias, dependendo do tipo de chocolate, temperatura, tipo de concha,
umidade inicial e umidade final desejada. Chocolates com maior teor de liquor de
cacau exigem maior tempo de conchagem. Chocolates sem adigdo de leite pode
exigir temperaturas maiores (70-85°C) do que chocolates adicionados de leite (50-
65C) (VISSOTTO, 2000, COHEN et al., 2004).

3.8.4. Temperagem (pré-cristalizacao), resfriamento e moldagem

A temperagem consiste na cristalizacdo dos acidos palmitico, estearico e
oleico, presentes na manteiga de cacau. Esse processo € realizado por meio de
tratamentos térmicos (40-45 °C) e mecanicos. De 2 a 4% da gordura presente na
mistura, cristaliza na temperagem. Esse processo é importante por conferir
caracteristicas como brilho, contracdo do volume facilitando a desmoldagem,
dureza e quebra a temperatura ambiente, rapida e completa fusao na boca, rapido
desprendimento de aroma e sabor na degustacao (COHEN et al., 2004).

3.9. Tipos de chocolate

A Anvisa define o chocolate como: o produto obtido a partir da mistura de
derivados de cacau (Theobroma cacao L.), massa (ou pasta ou liquor) de cacau,
cacau em po e ou manteiga de cacau, com outros ingredientes, contendo, no
minimo, 25 % (g/100 g) de sdlidos totais de cacau. O produto pode apresentar

recheio, cobertura, formato e consisténcia variados (BRASIL, 2005).
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De acordo com o Codex Alimentarius (2003), o chocolate recebe diferentes
classificacdes de acordo com a quantidade de derivados de cacau, leite e agucar
na sua composic¢ao, sendo que os mais frequentemente comercializados no Brasil
sao o chocolate meio-amargo, chocolate ao leite e chocolate branco.

Chocolate meio-amargo: Contém no minimo 35% de sdélidos de cacau
(matéria seca), dos quais no minimo 18% deve ser manteiga de cacau e 14%
solidos de cacau livres de gordura.

Chocolate ao leite: Contém no minimo 25% de sélidos de cacau (matéria
seca), incluindo no minimo 2,5% de sélidos de cacau livres de gordura, e um teor
minimo de sélidos derivados do leite entre 12 e 14% (incluindo no minimo 2,5 e
3,0 % de gordura do leite).

Chocolate branco: Contém no minimo 20% de manteiga de cacau (matéria
seca) e 14% de solidos derivados do leite (incluindo no minimo 2,5 e 3,5 % de

gordura do leite).

3.10. Caracterizacao do género Salmonella

O habitat primario da Salmonella spp € o trato intestinal de animais como
aves, répteis, mamiferos, ocasionalmente insetos. Por ser excretada nas fezes
pode ser transmitida por insetos e por outros organismos vivos para diferentes
lugares (JAY, 2005).

A classificacdo mais conhecida é baseada na sorotipagem sendo o
esquema utilizado na divisdo em sorotipos o de Kauffmann-White, que se baseia
nas diferencas encontradas em estruturas superficiais das células que sao
antigénicas, como o antigeno capsular Vi, os antigenos somaticos “O”, presentes
na parede celular e os antigenos flagelares (SILVA et al, 2010).

A Salmonella é uma bactéria gram-negativa, capaz de crescer em diversos
meios de cultura, formando colonias visiveis em 24h a 37°C. Geralmente é
incapaz de fermentar lactose, sacarose ou salicina, porém a glicose e outros
monossacarideos podem ser fermentados com producao de gas. Embora utilize
aminoacidos como fontes de nitrogénio, o sorotipo Typhimurium em alguns casos

utiliza nitratos, nitritos e NH3 como unicas fontes de nitrogénio. A fermentacao da
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lactose ndo é comum para esse microrganismo, porém alguns sorotipos podem
utilizar este acucar (JAY, 2005; ICMSF, 1996).

O pH étimo de crescimento é préximo ao neutro, entre 6,6 e 8,2. De acordo
com Jay (2005), valores acima de 9,0 e abaixo de 4,0, sdo considerados
bactericidas, no entanto o ICMSF (1996) descreve que a faixa de pH para o
desenvolvimento da Salmonella varia de 3,8 a 9,5.

Os parametros de pH, atividade de agua (aw), contetudo nutricional e
temperatura estdo todos relacionados ao desenvolvimento da Salmonella. Em
relacdo a atividade de agua, a inibicao do microrganismo foi observada em valores
abaixo de 0,94, em meios com pH neutro (JAY, 2005; ICMSF, 1996).

Salmonella tem sido encontrada em alimentos preparados e embalados
como mistura para bolo, massas de biscoito e mixes a base de milho, farelo de
coco, saladas, maionese, leite entre outros (JAY, 2005; FDA/CFSAN, 2005; WHO,
2005).

A infeccao alimentar por Salmonella, denominada Salmonelose ocorre pela
ingestdo de alimentos que contenham cerca de 107 — 10° células/g de alimento, no
entanto foram relatados casos com 100 células/100g de alimento. Os sintomas
surgem em torno de 12 a 14 horas apés a ingestao do alimento, embora periodos
mais curtos e longos ja tenham sido relatados. Os sintomas consistem em
nauseas, voOmitos dores abdominais, dor de cabeca, calafrios e diarréia,
geralmente acompanhados por fraqueza, fadiga muscular, febre moderada,
nervosismo e sonoléncia, os quais persistem por 2 a 3 dias (JAY, 2005).

Como os sintomas da salmonelose sao muito parecidos com os sintomas
de outras doencas entéricas, a determinacdo de Salmonella em um individuo
depende da identificagcdo do microrganismo nas fezes. O tratamento é realizado
através de hidratacdo oral, mas em casos mais severos pode necessitar de
hidratacao intravenosa, antibiéticos como Ampicilina, Sulfametoxazol-trimetoprim,
Ciprofloxacina (CDC, 2010).

Um pequeno numero de pessoas com Salmonella pode desenvolver dor
nas articulagées, irritagdo dos olhos e dor ao urinar. Isso é chamado de sindrome
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de Reiter. Essa sindrome pode durar meses ou anos, e pode levar a artrite crénica
(CDC, 2010).

Séo relatados nos Estados Unidos mais de 40 mil casos e 400 &bitos
provocados por salmonelose todo ano. Acredita-se que esse numero seja trinta
vezes maior, devido aos casos mais leves ndo diagnosticados ou nao notificados
(CDC, 2010).

As criangas sao mais susceptiveis a doenga, principalmente as menores de
cinco anos de idade que juntamente com os idosos e imunosuprimidos s&o mais
propensas a desenvolver infeccdes graves. A taxa de mortalidade em média é de
4,1%, sendo de 5,8% durante o primeiro ano de vida; 2% entre o primeiro e os 50
anos e de 15% em pessoas acima de 50 anos (JAY, 2005).

Com relagcédo a patogenicidade, como muitas outras espécies patogénicas
entéricas, a Salmonella invade as células dos mamiferos no trato intestinal por
meio da inducdo dos arranjos de actina, o que resulta na formacdo de
pseudopodos que englobam a bactéria. A invasdo das células epiteliais pela
Salmonella ocorre apds a adesdo as microvilosidades via uma fimbria do tipo 1
manose-especifica. As espécies de Salmonella causam uma mudanga na
aparéncia da superficie da célula hospedeira que adquire forma de esguicho. Esse
efeito esguicho resulta na internalizagdo da bactéria em uma vesicula endocitica.
O efeito da bactéria na célula hospedeira € denominado arrepio. O arrepio e a
internalizacdo da bactéria sdo acompanhados por rearranjos extensivos da actina
em torno do microrganismo invasivo. A invasdo € aumentada sob condigcbes
anaerdbicas, quando as células estdo no estagio estacionario e quando a
osmolaridade é alta. A vesicula pode coalescer, o que pode ser seguido pela
multiplicagdo bacteriana, levando a uma possivel morte celular. O microrganismo
pode sobreviver nos fagécitos devido a sua resisténcia aos estresses oxidativos
por meio da producdo de catalase e de superoxido dismutase e da resitencia as
defensinas (peptideos téxicos), (FORSYTHE, 2002).
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3.11. Relacao entre a presenca de Salmonelas e bactérias indicadoras

Os microrganismos indicadores s&do comumente utilizados para avaliar a
seguranca e higiene de produtos e processos. Um grupo de indicadores deve ser
de detecgado facil e rapida, ser facilmente distinguivel de outros membros da
microbiota do alimento, possuir um histérico de associacbes constantes com o
patdgeno cuja presenca visa indicar, sua concentracao e seu crescimento devem
ter uma relagdo inversamente proporcional a qualidade do produto e seu
crescimento ndo deve ser afetado por outros microrganismos. (FORSYTHE ,
2002; JAY, 2005).

Durante a histéria da utilizacéo de indicadores de seguranca dos alimentos,
assumiu-se que os patdbgenos de interesse eram provenientes de fontes
intestinais, resultado de uma contaminacédo fecal de origem direta ou indireta.
Desse modo, indicadores sanitarios foram historicamente utilizados para detectar
contaminacao fecal de aguas e possivel presenca de patdégenos intestinais (JAY,
2005).

Segundo Jay (2005) apesar da presengca de um grande numero de
coliformes e E. coli em alimentos ser altamente indesejavel, sua eliminagcdo na
maioria dos alimentos in natura é praticamente impossivel.

Os microrganismos indicadores mais usualmente utilizados sdo os
Coliformes, E. coli, as Enterobactérias e os Estreptococos fecais (FORSYTHE,
2002).

As Enterobactérias sao utilizadas como indicadores das condicdoes de
higiene dos processos de fabricacdo, uma vez que sao facilmente inativadas pelos
sanitizantes, além de serem capazes de colonizar varios nichos de plantas
processadoras de alimentos (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005).

A familia Enterobacteriaceae, é composta por bactérias Gram-negativas na
forma de bastonetes retos, ndo produtoras de esporos, anaerdbias facultativas e
oxidase negativa (exceto o género Plesiomonas). Sao quimiorganotréficas com
metabolismo respiratério fermentativo, a maioria produzindo &cidos e gas na
fermentacdo da glicose e outros carboidratos. Sdo mesofilas, mas cepas

psicrotroficas ndo sdo incomuns, principalmente nos géneros Yersinia, Citrobacter,
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Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Serratia e Hafnia (BRENNER & FARMER,
2005; SILVA et al, 2010).

As enterobactérias estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo
encontradas no solo, agua, plantas, frutas, vegetais, carnes, ovos, graos, animais,
insetos e no homem (BRENNER & FARMER, 2005; SILVA et al, 2010).

Varias espécies sao patogénicas para plantas e animais, levando a perdas
econbmicas na agricultura e industria de alimentos como a Erwinia e
Pectobacterium que provocam alteracbes em milho, batatas, macas e outros
produtos vegetais, a Yersinia ruckeri e espécies de Edwardsiella que provocam
doencas em peixes e a Klebisiella e Citrobacter freundii que causam mastite em
bovinos. Varios géneros sao patogénicas ao homem como a Shigella, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, Enterobacter sakazakki, e cepas de E.
coli enteropatogénicas, incluindo as enterohemorragicas como a E. coli O157:H7.
Mas o género de maior importancia para saude publica em todo o mundo é a
Salmonella. (BRENNER & FARMER, 2005; SILVA et al, 2010).

O grupo dos coliformes totais € um subgrupo da familia Enterobacteriaceae,
capazes de fermentar lactose com produgcédo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C.
Mais de 20 espécies se enquadram nessa definicdo, dentre as quais estao tanto
bactérias originarias do trato gastrintestinal de humanos e outros animais de
sangue quente (Escherichia coli), como também bactérias ndo entéricas (espécies
de Citrobacter, Enterobacter, Klebisiella e Serratia) (BRENNER & FARMER,
2005).

A capacidade de fermentar a lactose produzindo gas e/ou acido em meios
de cultura contendo lactose sdo caracteristicas utilizadas nos métodos tradicionais
de determinacdo destes microrganismos (SILVA et al, 2010; BRENNER &
FARMER, 2005). Sao caracterizados como bastonetes Gram-negativos,
anaerdbios facultativos. Tem sido reportado com crescimento em temperaturas
que variam de -2 °C até 50 °C e em pHs entre 4,4 e 9. Devido ao fato de serem
destruidos com certa facilidade pelo calor, sua contagem pode ser util em testes
de contaminacgao pés-processamento. (FORSYTHE, 2002; JAY, 2005).
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O grupo de coliformes termotolerantes, anteriormente chamados de
coliformes fecais, € um subgrupo dos coliformes totais, restrito aos membros
capazes de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5 — 45,5 °C, com produgéao de
gas. Essa definicdo objetivou, em principio, selecionar apenas as enterobactérias
originarias do trato gastrintestinal (E. coli), porém, atualmente sabe-se que 0 grupo
inclui membros de origem néo fecal (varias cepas de Klebisiella pneumoniae,
Enterobacter agglomerans, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae e
Citrobacter freundii). Em funcdo disso, o termo coliformes fecais tem sido,
gradativamente, substituido por coliformes termotolerantes (BRENNER &
FARMER, 2005; SILVA et al, 2010).

A Escherichia coli € uma bactéria do grupo dos coliformes termotolerantes,
seu habitat natural é o trato intestinal de animais de sangue quente, embora
também possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes ndo fecais. E
distinguida dos demais termotolerantes pelas caracteristicas de crescimento no
Agar L-EMB (Levine Eosina Azul de Metileno) e pelo perfil dos testes de indol,
vermelho de metila, Voges Proskauer e citrato (IMViC). E.coli foi inicialmente
introduzida como indicador em 1892 na Australia e em 1895 nos Estados Unidos.
Foi usada para indicar a contaminagdo da agua por matéria fecal e,
consequentemente, alertar para a presencga potencial de patdgenos entéricos,
como Salmonella. O padrao foi mudado para coliformes totais em 1915, pelo U.S.
Public Health Service, baseada na premissa (questionavel) de que todos os
coliformes apresentavam igual valor como indicadores de contaminacao fecal
(BRENNER & FARMER, 2005; SILVA et al, 2010).
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3.12. Salmonella em Cacau e Chocolate

O numero crescente e a gravidade de doencas transmitidas por alimentos,
em todo o mundo, tém aumentado consideravelmente o interesse do publico em
relacdo a seguranca alimentar (FORSYTHE, 2002). Segundo esses mesmos
autores, os riscos de ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos devem ser
reduzidos ao maximo durante a sua producgao.

Do ponto de vista de saude publica, os microrganismos que mais podem
afetar a qualidade microbiolégica do chocolate sdo os fungos toxigénicos e
Salmonella. Em relagdo a Salmonella, a Comunidade Europeia destaca o
chocolate entre os produtos associados com grandes surtos de salmonelose em
humanos, atingindo varios paises e afetando um grande numero de pessoas
(WERBER et al., 2005).

Durante muito tempo, os parametros de qualidade considerados
importantes no chocolate foram suas caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas. Contudo, apdés o recolhimento de produtos de chocolate
contaminados com Salmonella Cubana em meados de 1960 a Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos (EUA) emitiu as primeiras normas
sanitarias para esta inddstria, bem como apoiou 0s estudos sobre o
comportamento de Salmonella em produtos de chocolate (CORDIER, 1994).

Nas ultimas décadas, uma série de surtos de salmonelose tem sido
associada ao consumo de alimentos prontos para o consumo com baixa umidade,
incluindo chocolate em pé, férmula infantil, améndoas cruas, aveia torrada de
cereais matinais, temperos desidratados, batata “chips”, coco desidratado, cereais
infantis e, mais recentemente, a manteiga de amendoim e lanches infantis feitos
de arroz e milho (GMA, 2009).

Segundo a Associacido das Companhias de Alimentos, Bebidas e Produtos
de Consumo (GMA, 2009) € comum acreditar que a baixa contaminagdo por
Salmonella ndo € um problema em alimentos com baixa umidade, devido ao seu
nao desenvolvimento nessas condigdes. Entretanto, ja foi evidenciado que mesmo
em baixa contagem esse microrganismo pode desencadear um processo

infeccioso (WERBER et al. 2005, WATERMAN & SMALL, 1998).
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Infeccbes por

Salmonella associadas ao consumo de produtos de

confeitaria, doces, chocolate e cacau em p6, embora raros, sdo conhecidos desde
o final da década de 60 (D'AOUST, 1977).

De 1970 até 2002, seis grandes surtos relacionados a produtos de

chocolate, foram relatados e bem documentados. Esses casos encontram-se

sumariados na Tabela 2.

Tabela 2. Surtos de salmonelose provocados pelo consumo de chocolate

Ano Pais

Fonte da

Contagem de

Idade média da

Sorotipo Veiculo C Salmonella populagao
contaminagao - ;rc)q) atingida
- Produtos de . 110 atingidos,
1970 Suécia Durham chocolate Pé de cacau 53% < 15 anos
. 200 atingidos
. Bolas de Améndoas de . e
1973-1974 USA, Canada Eastbourne chocolate cacau 2,5 |dadtzl rr1r(1)esd|a 3
. Barras de . 272 atingidos,
1982 Inglaterra, Wales Napoli chocolate Desconhecida 2a23 58% < 15 anos
. . Moedas de .
1985-1986 Canada Nima chocolate Desconhecida
Contamingao 349 atingidos,
1987 Noruega, Finlandia ~ Typhimurium P;ﬁglégol:tge por aves <1 idade média 6
(especulada) anos
439 atingidos,
2001-2002 Alemanha € outros Oraniemburg Duas marcas Desconhecida 1,1a28 idade média 15
paises da Europa

de chocolate
anos

Fonte: Werber et al. (2005)

Na maioria dos casos, o0s surtos foram epidémicos, disseminados
geograficamente e atingiram um grande numero de pessoas, principalmente
criangas. Nos casos em que foi determinada, a populacdo de Salmonella no
produto era muito baixa (<1 a 23 UFC/g). Em alguns casos a fonte da
contaminacao do chocolate por Salmonella foi rastreada até os produtos de cacau
(améndoas, p6 de cacau) usados como matéria-prima (WERBER et al., 2005).

Em 1985-1986 houve um surto no Canada envolvendo moedas de
chocolate, foi encontrada Salmonella a niveis de 0,04 células/g (HOCKIN et al.,
1989).

De margo a junho de 2006, o Centre for Infections (CFI) HPA (Health
Protection Agency) do Reino Unido recebeu um total de 59 isolados (humanos) de
Salmonella Montevideo na Inglaterra e Pais de Gales. A idade média da
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populacao atingida, nos casos confirmados, foi de dois anos. A curva epidémica
sugere uma fonte continua de exposicao (HPA, 2006a). A FSA (Food Standards
Agency) do Reino Unido divulgou um alerta, anunciando o recolhimento de varios
tipos de chocolate suspeitos de contaminagdo com o sorotipo Montevideo de
Salmonella (HPA, 2006b). Segundo a empresa, a contaminagdo com Salmonella
ocorreu na mistura de cacau, leite e agucar (“crumb”) usado na confeccao dos
chocolates.

Também em 2006, a empresa Cadbury Schweppes realizou um
recolhimento de mais de um milhdo de barras de chocolate nos mercados do
Reino Unido e da Irlanda, devido a contaminacéo por Salmonella (FSA, 2006).

Em 2010, a Nestlé de Burlington/US paralisou uma de suas linhas de
producdo para limpeza, ap6s a deteccado de Salmonella em chips de chocolate.
(FOOD PRODUCTIONDAILY, 2010)

Cordier (1994) destacou algumas caracteristicas que aumentam o risco do
chocolate como fonte de salmoneloses. A primeira é a persisténcia dessa bactéria
no produto contaminado, havendo relatos de sobrevivéncia por varios anos. A
segunda é a dose infectiva extremamente baixa, porque os ingredientes protegem
as células no estdmago, favorecendo a colonizacdo. Nos surtos investigados, a
dose infectiva média encontrada para Salmonella Napoli foi de 1,6 células/g, para
Salmonella Eastbourne foi de 0,2 a 1,0 células/g e para Salmonella Nima foi 0,005
a 0,025 células/g. A terceira € uma maior resisténcia térmica das cepas de
Salmonella no chocolate, provavelmente em funcédo da baixa atividade de agua e
alto conteudo de gordura. Ainda segundo esse autor, as temperaturas atingidas no
processamento do chocolate ndo seriam suficientes para destruir as células
eventualmente presentes.

De acordo com Penha & Mata (1999) e Krapf & Gantenbein-Demarchi
(2010), as sementes de cacau estdo expostas a microrganismos apos a colheita,
durante a fermentagdo e no processo de secagem, e podem ser contaminadas
com patégenos como a Salmonella.

Na etapa de secagem, devido a reducado da atividade de agua (aw) nas

améndoas, 0 numero de microrganismos capaz de se desenvolver € menor
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(SCHWAN & WHEALS, 2004). Segundo Copetti (2009), no inicio do processo de
secagem, onde as améndoas ainda apresentam uma aw elevada, pode ocorrer 0
desenvolvimento de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. De acordo com
Ostovar & Keeney (1973), em virtude do baixo pH do cacau fermentado ha uma
certa restricdo quanto aos grupos bacterianos capazes de se desenvolver, sendo
que a microbiota bacteriana predominante nas améndoas secas é constituida
predominantemente pelo género Bacillus.

Quando a secagem é realizada de forma eficiente e as améndoas sao
estocadas com umidade de 6 a 8% em ambiente com umidade relativa entre 65 e
70%, estas manterdo a umidade inicial, resistindo ao desenvolvimento de fungos e
infestagé@o por insetos (THOMPSON, 2001).

Segundo Barrile et al (1970) apud Coppetti (2009) o processo de torragao
ndo necessariamente reduz a contaminacao das améndoas a niveis aceitaveis,
uma vez que a reducao alcancada apos tratamento térmico por 30 — 40 min a 145
—150°C é de 2 log UFC/qg.

De acordo com Minifie (1989), espera-se que nas etapas subsequentes
como a alcalinizac&o o produto torne-se livre de contaminagao bacteriana.

A literatura dispde de diversos trabalhos relacionados a resisténcia térmica
de cepas de Salmonella e sua sobrevivéncia em substratos com baixa atividade
de agua. Um estudo realizado para investigar a inativacao térmica de Salmonella
durante o processo de conchagem foi realizado com diferentes produtos de cacau
e chocolate em diferentes temperaturas. Os ensaios realizados com manteiga de
cacau indicaram que houve deteccdo de Salmonella, mesmo apds tratamento
térmico a 60°C/5h e 50°C/24h. Em liquor de cacau, o patégeno nao foi
completamente inativado apd6s conchagem de 23h a 70°C (KRAPF &
GANTENBEIN-DEMARCHI, 2010).

Mattick et al. (2001) avaliaram a resisténcia térmica de diferentes sorotipos
e Salmonella em meios com atividade de agua variando de 0,65 a 0,90 em uma
faixa de temperatura entre 50 e 80°C. Verificaram que em temperaturas superiores
a 70°C, as células de Salmonella foram mais tolerantes em baixos valores de

atividade de agua.
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A ICMSF (1980) relata que, sem um controle rigoroso do final da
fermentacao, a elevacao do pH até a faixa de 6,0 a 7,0 pode levar ao predominio
de bactérias como Enterobacter e Escherichia, com desenvolvimento de odor
desagradavel. Se essas enterobactérias podem sobreviver e se multiplicar,
Salmonella também poderia. Nao ha relatos de isolamento de Salmonella no
material fermentado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostragem

Para este trabalho foram analisadas 364 amostras de diferentes produtos
de cacau, obtidas de produtores e processadores de cacau da Bahia e
comerciantes de chocolate de Sdo Paulo, em duas épocas distintas.

Foram analisadas 30 amostras de polpa de cacau congelada de 6 marcas
comerciais, coletadas no mercado varejista de llhéus/BA e Campinas/SP.

As amostras do pré-processamento do cacau foram coletadas em 3
diferentes propriedades rurais do Estado da Bahia, sendo 30 amostras de
sementes de cacau antes do inicio do processo fermentativo; 30 amostras de
sementes de cacau durante a etapa de fermentagédo (9 amostras com 3-4 dias de
fermentacao, 11 com 5-7 dias e 10 no final do processo). Durante o processo de
secagem das améndoas nos terreiros foram coletadas 30 amostras e 29 amostras
de améndoas de cacau foram coletadas no estoque. Totalizando 119 amostras.

Os produtos processados de cacau (nibs, liquor, manteiga e pd de cacau)
foram coletados e enviados por duas empresas processadoras de llhéus/BA,
sendo 15 amostras de cada tipo de produto de cada empresa. Totalizando 149
amostras.

Com relacdo aos chocolates comerciais, foram adquiridas no varejo de
Campinas/SP, 65 amostras de chocolate de 19 marcas diferentes, sendo 22 de
chocolate ao leite, 22 de chocolate branco, 17 de chocolate amargo e meio

amargo e 4 amostras de cacau em po.

4.2. Armazenamento das amostras

As Sementes e Améndoas de Cacau que logo apds a coleta foram
congeladas e assim mantidas até o dia anterior a analise, quando foram
transferidas para um refrigerador para o descongelamento. As amostras de Polpa
de Cacau Congeladas seguiram o mesmo padrdo de descongelamento.

Os produtos processados de cacau (nibis, liquor, manteiga e p6 de cacau) e

chocolates foram recebidos e armazenados a temperatura ambiente.
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4.3. Preparo das amostras

Para as analises de enterobactérias, coliformes totais e E.coli, foram
homogeneizadas 25g de amostra em 225 ml de agua peptonada 0,1%, sendo

realizadas, em seguida, diluicbes decimais seriadas.

Para analise de Salmonella foram homogeneizadas 25g de amostra em 225
ml do meio de pré-enriqguecimento. Para polpa, semente, améndoa e manteiga de
cacau foi utilizado agua peptonada tamponada (BPW, Acumedia, EUA); ja para
“nibs”, liquor, torta, pé de cacau e chocolate foi utilizado leite desnatado

reconstituido a 10%, suplementado com verde brilhante.

Para a andlise das sementes e améndoas, a pesagem foi realizada sem
que a fragmentacdo das mesmas, pois seu conteudo contém compostos toxicos

para Salmonella.

4.4. Analises microbiolégicas

4.4.1. Enterobactérias

As amostras foram analisadas segundo o método da American Public
Health Association (APHA), (KORNACKI & JOHNSON, 2001).

De cada diluicio decimal selecionada foi inoculado 1 ml em Agar Vermelho
Violeta Bile com Glicose (VRBG, Acumedia, EUA), utilizando a técnica de
plaqueamento em profundidade. As placas foram incubadas a 35°C/18-24 horas.

Os resultados foram expressos em UFC/g.

4.4.2. Coliformes totais e Escheria coli

Para as contagens de coliformes totais e E. coli foi utilizado o método oficial
de Numero Mais Provavel (NMP) da American Public Health Association (APHA),
(KORNACKI & JOHNSON, 2001).

De cada diluicdo selecionada foi inoculado 1 ml em uma série de trés tubos

de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST, Acumedia, EUA) contendo 10 ml do meio.
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Os tubos de LST foram incubados a 35°C/24 horas. ApOs esse periodo, foi
observado o crescimento através da producédo de gas. Em caso positivo, os tubos
seguiram para a etapa subsequiente, em caso negativo (sem produgéo de gas) os
tubos foram re-incubados até completar 48 horas. Para a confirmagdo de
coliformes totais foi utilizado caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB, Oxoid, RU),
incubado a 35°C/24 horas. Os tubos de VB com producdo de gas foram
confirmativos para a presenga de coliformes totais utilizando a tabela de numero
mais provavel (NMP).

Para a contagem de E.coli foi utilizado caldo E. coli (EC, Oxoid, RU). Os
tubos foram incubados em banho-maria a 45,5°C/24 horas e apds esse periodo foi
verificado o crescimento através da producao de gas. Para confirmacao de E. coli,
os tubos positivos (com producédo de gas) foram estriados por esgotamento em
placas de Agar Levine Eosina Azul de Metileno (L-BEM, Oxoid, RU ). As placas
foram incubadas a 35,0°C/24 horas.

Para a confirmagédo das colbnias tipicas foram realizadas coloragédo de
gram e as provas bioquimicas de indol, Vermelho de Metila (VM), Voges-
Proskauer (VP) e Citrato (IMViC).

Para o teste de Citrato, foi inoculado uma alcada da cultura na rampa do
agar e foi incubado a 35°C/96 horas. O crescimento foi verificado com viragem
alcalina alterando a cor do meio de verde para azul. As cepas de E. coli sao citrato
negativo.

O teste de indol foi realizado inoculando uma algcada da cultura no Caldo
Triptona 1 % incubando a 35°C/24 horas. Apds esse periodo foi adicionado cinco
gotas do reagente de Kovacs (Laborclin, BR) para cada 4 ml de cultura. Os tubos
foram agitados levemente e foi observado o desenvolvimento de um anel
vermelho-violeta na superficie do meio de cultura em caso positivo. Em caso
negativo o anel permaneceu da cor do reagente, amarelo. As cepas de E. coli sdo
indol positivo.

Para o teste de Vermelho de Metila e Voges Proskauer (VM-VP), foi
inoculado uma algada de cultura no caldo VM-VP, o qual foi incubado a 35°C/48

horas. Para o teste de VP foi transferido assepticamente, 1 ml da cultura para um
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tubo de ensaio, onde foi adicionado 0,6 ml da solucao de a-Naftol 5 %. Apds
agitacao foi adicionado 0,2 ml de KOH 40 % e novamente foi agitado. Para
acelerar a reacao foi adicionado uma pitada de cristais de creatina. Os tubos
foram deixados em repouso por até uma hora e foi verificada a presenca de uma
coloragao résea ou vermelha, indicando teste positivo, ou a permanéncia do meio
na mesma cor dos reagentes (amarelado), indicando o teste negativo. A cultura
restante do caldo VMVP foi re-incubada por mais 48 horas para a realizacdo do
teste de VM, onde foi adicionado 5 gotas da solucdo de vermelho de metila para
cada 2,5 ml da cultura. Foi observada imediatamente a alteragdo do meio para
uma coloragdo vermelha indicando teste positivo, ou uma coloragdo amarelada,
indicando teste negativo. As cepas de E. coli sdo VM positivas e VP negativas.

Os tubos de EC que foram confirmados quanto a presencga de E. coli foram
anotados e a determinagdo do numero mais provavel foi realizada utilizando a
tabela de NMP.

4.4.3. Salmonella

A andlise de Salmonella foi realizada pela metodologia adaptada da Food
and Drug Administration (ANDREWS & HAMMACK, 2006).

As amostras foram inoculadas em caldo de pré-enriquecimento e incubadas
a 35'C/18-24h. Apds o pré-enriquecimento, foi transferido 1 ml da cultura para 10
ml do Caldo Tetrationato (TT, Difco, EUA) e 0,1 ml para o Caldo Caldo Rappaport-
Vassilidis Modificado (RV, Difco, EUA). Os meios de enriquecimento seletivo
foram incubados a 35°C/24 horas e a 42°C/24 horas, respectivamente.

Para o plagueamento seletivo diferencial, foi estriada uma algada do caldo
TT em placas de Agar Entérico de Hectoen (HE, Difco, EUA), Agar Bismuto Sulfito
(BS, Difco, EUA) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Difco, EUA). O mesmo
procedimento foi repetido com o caldo RV. As placas de HE e XLD foram
incubadas invertidas a 35°C/24 horas e as placas de BS por 48 horas.

Apbs o periodo de incubacdo das placas, foi observada a presenca de

coldnias tipicas em cada meio:
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Agar HE: Coldnias transparentes, verde azuladas, com ou sem centro preto.
Coldnias de cepas fermentadoras de lactose ou sacarose sao de cor salmao e nao
transparentes.

Agar XLD: Colénias de cor rosa escuro, com centro preto e uma zona
avermelhada levemente transparente ao redor. Cepas lactose positivas produzem
colénias amarelas com ou sem centro preto.

Agar BS: Coloénias castanhas, cinzas ou pretas, com ou sem brilho metalico.
Algumas cepas podem apresentar coldnias verdes com pouco ou nenhum
escurecimento do meio ao redor.

De cada placa foram selecionadas duas colbnias para a confirmacao
preliminar, inoculando cada col6nia, através de picada no fundo e estria na rampa,
em um tubo de Agar Triplice Agticar Ferro (TSI, Difco, EUA) e em um tubo de Agar
Lisina Ferro (LIA, Oxoid, RU), ambos inclinados. Os tubos foram incubados a
35°C/24 horas.

Apdbs incubacdo foi observada a ocorréncia de reacgbes tipicas de
Salmonella em TSI (rampa alcalina, vermelha e fundo acido, amarelo, com o sem
producdo de H,S) e LIA (fundo e rampa alcalino, roxo, sem alteracdo do meio,
com ou sem producao H»S).

As culturas em TSI foram transferidas para Agar Nutriente (NA, Acumedia,
EUA), incubadas a 35°C/24 horas e em seguida procedeu-se a confirmacéo
bioquimica pelas provas de Indol, VP, Ureia e B-Galactosidase e a prova
sorolégica fazendo a deteccao dos antigenos somaticos (Poli O) e flagelar (Poli
H).

O teste de Indol e VP foi realizado seguindo o mesmo procedimento
descrito para confirmacéao de E. coli, sendo que as cepas de Salmonella sao Indol
e VP negativa.

O teste de Uréia foi realizado inoculado uma algada da cultura na rampa do
Agar Uréia (Difco, EUA), que foi incubado a 35°C/24 horas. O crescimento foi
verificado com viragem alcalina alterando a cor do meio de péssego para rosa
escuro. As cepas de Salmonella sdo urease negativas.
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Para o teste de B-Galactosidase foi suspensa uma al¢cada de cada cultura
em um tubo com 5 mL de orto-nitrofenil-B-galactosidase (ONPG, Sigma, EUA).
Incubou-se a 37°C/24 horas. O desenvolvimento de uma cor amarela no liquido é
indicativo de teste positivo. A maioria das cepas de Salmonella sao negativas.

A sorologia somatica foi realizada a partir das culturas em TSI
emulsionando uma algada da cultura em uma gota do anti-soro somatico
polivalente anti-Salmonella (Probac, BR) sobre uma lamina de vidro. Apds a
emulsificacdo a lamina foi sobreposta sobre um fundo escuro bem iluminado e
observada a aglutinacao (sorologia positiva).

Para a sorologia flagelar, foi transferida uma alcada da cultura em TSI para
tubos de Agar Nutriente semi-sélido (0,4% de agar) nao inclinado. Os tubos foram
incubados a 37°C por 24 horas e a partir desta cultura foi realizado o teste de
aglutinacdo em lamina, conforme descrito no teste soroldégico somatico,
substituindo o anti-soro somatico pelo anti-soro flagelar anti-Salmonella (Probac,
BR).

4.5. Determinacao de atividade de agua

Para a leitura da atividade de agua, foi utilizado o higrémetro Aqua Lab®
da Braseq que utiliza a técnica de determinacao do ponto de orvalho em espelho
encapsulado. As amostras foram maceradas, transferidas para frascos do kit Aqua
lab® e colocadas em estufa até atingirem a temperatura de 25°C, depois foram
inseridas no equipamento onde se obteve a leitura direta (Braseq Aqua Lab®, BR).

4.6. Leitura do potencial de hidrogénio (pH)

Para a leitura do pH das amostra foram pesadas 10g, maceradas, e
colocadas em um Becker de 150 ml, adicionando-se 100 ml de agua deionizada,
as quais foram agitadas por aproximadamente 20 min ou até que a amostra
estivesse completamente homogeneizada. Entéo, foi imerso o eletrodo (Digimed
DM 20, BR) no Becker que continha a amostra para a realizagcao da leitura do
resultado (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).
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5. RESULTADOS

5.1. Polpa de Cacau

Os resultados médios das andlises microbiolégicas e as caracteristicas
fisico-quimicas das amostras de polpa de cacau congelada, das marcas A, B, C,
D, E e F, estao apresentados nas Tabelas 3 e 4.

A média de atividade de agua variou de 0,975 a 0,985 e o pH de 3,50 a
3,74. Penha e Matta (1999) obtiveram resultados de atividade de agua e pH que
variaram de 0,900 a 0,940 e 3,16 a 3,64, respectivamente.

Uma amostra (20%) da marca A apresentou contagem de enterobactérias
de 1,0 Log UFC/g. Em 3 (60%) das 5 amostras da marca F analisadas foi
verificado a presencga deste grupo microbiano, entre 1,0 e 2,0 Log UFC/g. Ja as
Marcas B, C, D e E apresentaram resultados inferiores ao limite de deteccao do
método (1,0 Log UFC/g). Nao foram isolados coliformes totais, E. coli e Salmonella

em nenhuma das amostras analisadas.

Tabela 3. Resultados das andlises fisico-quimicas das amostras de polpa de
cacau congelada, de seis diferentes marcas comercializadas em IlIhéus/BA e

Campinas/SP.

. Resultados*
Marca Comercial

Atividade de Agua pH
A 0,977 + 0,003 3,73 £ 0,054
B 0,976 + 0,005 3,68 + 0,070
C 0,982 + 0,007 3,60 + 0,067
D 0,975 + 0,002 3,66 + 0,018
E 0,984 + 0,006 3,74 + 0,094
F 0,985 + 0,004 3,50 + 0,019

* Média de cinco repetigdes * desvio padrao.
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Tabela 4. Resultados das andlises microbiolégicas das amostras de polpa de

cacau, congelada de seis diferentes marcas comercializadas em Ilhéus/BA e

Campinas/SP.
Resultados*
Enterobactérias Coliformes Totais E. coli
Produtos Salmonelia
% Log % Log % Log
(em 25g) . " -
Positivas UFC/g Positivas NMP/g Positivas NMP/g
A Ausente 20 1,00 £ 0,00 0 - 0 -
B Ausente - 0 - 0 -
C Ausente - 0 - 0 -
D Ausente 60 1,63 + 0,64 0 - 0 -
E Ausente 0 - 0 - 0 -
F Ausente 0 - 0 - 0 -

*Contagens médias + desvio padrao das amostras positivas

5.2. Pré-processamento do cacau

5.2.1. Sementes de Cacau Antes da Fermentacao

Os resultados das analises fisico-quimicas das sementes de cacau com

polpa, analisadas antes do inicio da fermentacéo estdo apresentados na Tabela 5.

Os resultados médios de atividade de agua variaram de 0,976 a 0,980 e o

pH de 4,75 a 4,87.

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas de sementes de cacau com polpa

coletadas antes do processo de fermentacéo.

Resultados*

Produtor ]
Atividade de Agua pH
X 0,980 + 0,01 4,87 +0,18
Y 0,979 + 0,01 4,82 +0,29
z 0,976 £+ 0,00 4,75 + 0,50

* Média de dez amostras * desvio padréo.
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A Tabela 6 apresenta os resultados microbiolégicos das sementes de cacau
analisadas antes do inicio da fermentagéo.

Em 100% das amostras ndo foram detectados E. coli e Salmonella. As
propriedades X e Y apresentaram contaminagdo de 40% e 80% para
enterobactérias, com contagens médias de 3,95 e 3,75 Log UFC/g.

Na propriedade X a média de contaminacao das amostras positivas foi de
5,3 Log UFC/g e na propriedade Y foi de 5,0 Log UFC/g.

Em relacdo a coliformes totais, 40% e 70% das amostras dos produtores X
e Y apresentaram contaminacgao por esse grupo, com resultados variando de 0,56
a 2,2 Log NMP/g. A media de contaminagdo das amostras positivas na
propriedade X foi de 1,8 Log NMP/g e na propriedade Y de 1,2 Log NMP/g.

N&o foi detectada contaminagao por enterobactérias (limite de deteccéo 1,0
Log UFC/g) ou coliformes totais (limite de deteccao 0,48 NMP/g) na propriedade Z.

Tabela 6. Resultados microbiolégicos de sementes de cacau com polpa coletadas
antes do processo de fermentacao.

Resultados
Enterobactérias Coliformes Totais E. coli
Produtor Salmonelia
% Log % Log %
(em 25g) . Log NMP/g
Positivas UFC/g Positivas NMP/g Positivas
X Ausente 40 3,95+ 1,51 40 1,54 £ 0,64 0
Y Ausente 80 3,75+1,50 70 1,06 £ 0,39 0
Z Ausente 0 - 0 - 0

*Contagens médias + desvio padrdo das amostras positivas.

5.2.2. Sementes de Cacau Durante o Processo de Fermentacao

Nesta etapa, foram coletadas 30 amostras de sementes de cacau, sendo 20
amostras durante a fermentagao e 10 ao final do processo.

As Figuras 5 e 6 apresentam os resultados de atividade de agua e pH em
relacdo ao tempo. Aos 3 dias de fermentacdo a média de Atividade de Agua (aw)

foi de 0,995 e apos o término do processo a média de aw foi de 0,974 (Figura 3).
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Essa redugédo na aw € devido a liquefagdo e desprendimento do cotilédone das
sementes.

Em relagdo ao pH, a Figura 4 apresenta os resultados de acordo com o
tempo de fermentacdo, sendo que a média inicial aos 3 dias foi de 5,1 e ao final a
média foi de 4,9. O menor pH registrado foi 4,3 aos 5 dias de fermentacéo, etapa
onde ocorria a agao das bactérias laticas na degradacao do etanol em &cido latico,

acético e didxido de carbono.
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0,99
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0,97

0,96

0,95
Ultimo ApGs
dias dias dias dias dias dia Fermentagio

Tempo de Fermentagdo

Figura 5. Atividade de Agua das sementes de cacau ao longo da fermentacéo

pH

Ultimo ApGs
dias dias dias dias dias dia Fermentagdo

Tempo de Fermentacdo

Figura 6. Valores de pH das sementes de cacau ao longo da fermentacao
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Conforme descrito na Tabela 7, o percentual de contaminacdo por
enterobactérias nos produtores X, Y e Z foi de 10%, 30% e 10%, sendo que as
contagens variaram de 1,5 a 6,4 Log UFC/g (Anexo 3).

Nos produtores X e Z apenas uma amostra apresentou contaminagao por
enterobactérias com contagem de 4,52 e 3,04 Log UFC/g, respectivamente. O
produtor Y apresentou a menor (1,5 Log UFC/g) e maior (6,4 Log UFC/g)
contagem desses microrganismos (Anexo 3), com média de 3,46 Log UFC/g.

A contaminagdo por coliformes totais, apesar da baixa contagem,
apresentou alta ocorréncia, 70% no produtor X, 60% no produtor Y e 20% no
produtor Z, em 17 % das amostras foi observada contaminacado >3,0 Log NMP/g
(Anexo 4). Estes resultados foram obtidos em sementes com 3, 4, 6 e 7 dias de
fermentacdo. Além disso, foi evidenciada contaminagcao por E. coli em 30% das
amostras da propriedade X, 30% na propriedade Y e 10% na propriedade Z
(Tabela 7), variando de 9,2 a >3,0 Log NMP/g (Anexo 3).

Ap6s o processo fermentativo, uma amostra (10%) do produtor Z
apresentou contaminacao por E. coli, 1,0 Log NMP/g. O produtor Y apresentou
apenas contaminagdo por Coliformes totais em 67% das amostras apds o
processo fermentativo (Anexo 4).

A presencga de Salmonella nao foi detectada nesta fase do processo.

Tabela 7. Analises microbiolégicas de sementes de cacau coletadas de trés

diferentes produtores em lIhéus/BA, durante o processo de fermentacao

Resultados*

Enterobacterias Coliformes Totais E. coli
Produtor Salmonella
% Log % Log % Log
(em 25g) . -
Positivas UFC/g Positivas NMP/g Positivas NMP/g

X Ausente 10 4,52 +£0,00 70 21,65 + 1,00 30 1,61 +£0,61
Y Ausente 30 3,46 £ 2,58 60 21,80 + 1,36 30 21,96 + 0,94
Z Ausente 10 3,04 £ 0,00 20 0,76 £ 0,29 10 0,96 + 0,00

*Contagens médias + desvio padrao das amostras positivas
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5.2.3. Améndoas durante o processo de secagem

A Tabela 8 apresenta os resultados de atividade de agua e pH de
améndoas de cacau coletadas durante a secagem natural ao sol, em trés
propriedades rurais do sul da Bahia. Foram coletadas amostras do inicio ao fim do
processo de secagem.

Os resultados de atividade de agua variaram de 0,536 a 0,990 e o pH de
4,65 a6,12.

Tabela 8. Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas de améndoas de
cacau coletadas nas barcacas de secagem

Resultados*

Produtor ]
Atividade de Agua pH
X 0,817 £0,08 5,25+ 0,42
Y 0,722 £ 0,15 5,16 £ 0,39
Z 0,809 £ 0,12 5,13 £ 0,31

*Média de 10 amostras + desvio padrao

A Tabela 9 apresenta os resultados das andlises microbioldgicas de
améndoas de cacau coletadas durante a secagem natural, ao sol, em trés
propriedades rurais do sul da Bahia. Em relagcdo as enterobactérias, as contagens
médias variaram de 3,68 a 4,26 Log UFC/g. No produtor X, o percentual de
contaminacgao foi de 60%, no produtor Y 100% e no produtor Z 80%.

Em 63% das amostras avaliadas, os resultados de coliformes totais foram
maiores que 3,0 Log NMP/g e 21% destas amostras apresentaram valores
maiores 3,0 Log NMP/g para E. coli (Anexo 4). Nao foi detectada Salmonella em

nenhuma das amostras analisadas.

-62-



Resultados

Tabela 9. Resultados microbiol6gicos de améndoas de cacau coletadas nas
barcacas de secagem.

Resultados*

Enterobacterias Coliformes Totais E. coli
Produtor Salmonella Log % Log % Log
(em 23g) Positivas UFC/g Positivas NMP/g Positivas NMP/g
X Ausente 60 3,68 £ 0,46 90 22,57 + 0,64 30 1,07 £0,18
Y Ausente 100 4,18 + 1,66 100 >2,95 10,27 50 22,42+ 0,85
z Ausente 80 4,26 +1,58 70 >2,68 £ 0,97 40 >2,05+ 1,24

*Contagens médias + desvio padrao das amostras positivas.

5.2.4. Améndoas estocadas

A Tabela 10 apresenta os resultados fisico-quimicos das amostras de
améndoas de cacau estocadas coletadas em trés propriedades rurais do sul da
Bahia.

Os resultados médios de atividade de agua variaram de 0,650 a 0,730 e o
pH de 4,79 a 5,11.

Tabela 10. Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas de améndoas de
cacau coletadas na estocagem

Resultados*

Produtor ]
Atividade de Agua pH
X 0,680 + 0,06 4,97 £ 0,37
Y 0,730 £ 0,02 4,79 = 0,31
z 0,650 + 0,09 5,11 £ 0,66

*Média * desvio padrao

Das 29 amostras coletadas, 55% obtiveram contagem de enterobactérias
acima de 1,0 Log UFC/g, sendo que em 17% os indices foram maiores que 5,0
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Log UFC/g (Anexo 5). O percentual de contaminagao por Enterobactérias foi de
30%, 89% e 50% nos produtores X, Y e Z, respectivamente (Tabela 11).

A contaminagao por coliformes totais variou de <0,5 (8 amostras) a >3,0
Log NMP/g (12 amostras), sendo que o percentual de contaminagcdo nos
produtores X, Y e Z foi de 60%, 89% e 70%, respectivamente.

A contaminacao por E. coli foi verificada em 14 amostras, em 5 destas a
contagem foi igual ou superior a 3,0 Log NMP/g. O produtor X apresentou uma
contaminacao percentual de 10%, o produtor Y, de 89% e o produtor Z, de 50%
(Tabela 11).

Foi detectada a presenca de Salmonella em uma amostra (3%) coletada no
produtor “Y”. As amostras coletadas nesse produtor também apresentaram o
maior percentual de contaminagao por enterobactérias (89%) e E. coli (89%). A
cepa de Salmonella isolada foi identificada através de provas sorolégicas como

pertencente ao sorogrupo E (1,3,19).

Tabela 11. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldégicas de amostras de

améndoas coletadas na estocagem de fazendas produtoras

Resultados*

Enterobacterias Coliformes Totais E. coli
Produtor
% Log % Log % Log
Positivas UFC/g Positivas NMP/g Positivas NMP/g
X 30 3,13 +1,89 60 2216 + 0,99 10 23,04 + 0,00
Y 89 419 +1,07 89 22,56 + 0,70 89 22,18 + 0,83
Z 50 4,29 + 0,98 70 22,44 + 0,86 50 21,57 +0,88

*Contagens médias + desvio padrao das amostras positivas

As Figuras 7 e 8 apresentam os resultados médios de atividade de agua e
pH nas diferentes etapas do pré-processamento do cacau nos trés produtores.

Observamos nos trés produtores a progressiva redugcdo de atividade de
agua nas diferentes etapas do pré-processamento.

Logo apds a colheita a polpa do cacau apresenta cerca de 90% de agua.

Durante o processo de fermentacdo, devido a liquefacdo e desprendimento do
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cotilédone das sementes € comum a reducao na atividade de agua, o que nao foi
possivel observar na Figura 7, devido ao trabalho com a média dos resultados dos
diferentes estagios da fermentacéo.

Durante a secagem observamos a reducdo na atividade de agua nas
améndoas, em relacdo as etapas anteriores nos trés produtores. O mesmo
ocorreu com as améndoas estocadas, no entanto, devido a alta umidade relativa
do ar da regidao sul da Bahia, esperava-se um aumento na atividade de agua em
relacdo a etapa de secagem (Figura 7). Esse resultado é explicado devido ao
trabalho com a média dos resultados em diferentes estagios de secagem das

améndoas.

1,000

0,800 -

0,600 -

AW M Produtor X

0,400 - Produtor Y
= Produtor Z

0,200 -

0,000 -
Antes da Fermentacdo Durante Fermentacdo Durante Secagem Durante Estocagem

Etapa do Pré-Processamento

Figura 7. Atividade de agua durante o pré-processamento do cacau

Em relacdo ao pH também foi verificado um comportamento semelhante
nas amostras dos trés diferentes produtores.

Apesar de alguns autores citarem o pH das sementes de cacau antes da
fermentacao como 3,6 e 4,0, a média dos resultados obtidos nesta fase foi de
4,81. Durante o processo de fermentacdo espera-se a reducédo de pH devido a
produgédo de acido aceético e latico, porem no final desta etapa ocorre o aumento
do pH para aproximadamente 5,0 devido ao aumento da temperatura da massa e
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volatilizagdo do acido acético. Este fenbmeno estende-se durante a etapa de

secagem das améndoas.
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Figura 8. pH das amostras durante as etapas de pré-processamento do cacau

5.3. Derivados processados de cacau

A Tabela 12 apresenta os resultados das determinacdes fisico-quimicas
dos produtos processados de cacau coletados nas industrias beneficiadoras.

As amostras de nibs de cacau apresentaram resultados de atividade de
agua compreendidos entre 0,422 e 0,567 e pH de 4,98 a 5,67 (Anexo 6), com
resultados meédios de 0,496 e 5,38 (Tabela 12).

O liquor de cacau apresentou resultados de atividade de agua entre 0,222 e
0,796, com média de 0,460 e o pH variou entre 5,54 e 7,12 (Anexo 7) com
resultados médios de 0,460 e 5,84 (Tabela 12)

Para as amostras de torta de cacau os resultados de atividade de agua
variaram de 0,147 a 0,484 e do pH de 5,51 a 7,87 (Anexo 8), com resultados
médios, respectivamente, de 0,320 e 6,99 (Tabela 12).

Na manteiga de cacau, os resultados de atividade de agua ficaram
compreendidos de 0,409 e 0,563 e o pH entre 5,40 e 8,48 (Anexo 9) com média
de 0,499 e 7,12 (Tabela 12).
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Os valores médios de atividade de agua foram de 0,390 e 0,359 no cacau
em po6 alcalinizado e natural, respectivamente. Em relacdo ao pH, o pé

alcalinizado apresentou pH médio de 7,31 e o pd natural 5,68 (Tabela 12).

Tabela 12. Resultados das analises fisico-quimicas dos processados de cacau
coletados nas empresas beneficiadoras

Resultados*

Produto de Cacau

Atividade de Agua pH
Nibs 0,496 + 0,05 5,38+0,16
Liquor 0,460 + 0,11 5,84 + 0,29
Torta 0,320 + 0,08 6,99+ 0,78
Manteiga 0,499 + 0,04 7,12+0,79
P6 Natural 0,359 + 0,03 5,68 +0,10
P6 Alcalinizado 0,390 + 0,07 7,31 £ 0,46

*Média + desvio padréao

A Tabela 13 apresenta os resultados médios microbiol6gicos das amostras
positivas para enterobactérias, coliformes totais e E. col.
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Tabela 13. Resultados das analises microbiol6gicas dos produtos processados de
cacau coletados nas empresas beneficiadoras

Resultados*
Produto de o Enterobactérias Coliformes Totais E. coli
Industria
Cacau % % Log % Log
. Log UFC/g iy iy
Positivas Positivas UFC/g Positivas UFC/g
A 0 - 13,3 0,71 £0,22 0 -
Nibs
B 33,3 1,28 + 0,46 26,7 1,06 £ 0,39 6,7 0,56 + 0,00
A 0 - 0 - 0 -
Liquor
- 13,3 0,76 + 0,29 0 -
A 0 - 0 - 0 -
Torta
B 13,3 1,15+ 0,21 0 - 0 -
. 6,7 1,00 £ 0,00 6,7 0,56 + 0,00 0 -
Manteiga
0 - 0 - 0 -
A 0 - 0 - 0 -
P6
B 0 - 13,3 0,71 £0,22 0 -

*Contagens médias * desvio padréao das amostras positivas

5.3.1. Nibs de cacau

Em nenhuma das 30 amostras de nibs foi detectada a presenca de
Salmonella e E. coli. Enterobactérias foram isoladas apenas na industria B, onde
33% das amostras apresentaram contagens entre 1,0 e 2,0 Log UFC/g (Tabela
13). Em seis (20%) das 30 amostras foi detectada a presenca de coliformes totais,
com contagem média de 0,71 Log NMP/g para a industria A e 1,06 Log NMP/g
para a industria B.

Uma amostra da industria B apresentou E. coli (0,56 Log NMP/q).
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5.3.2. Liquor (massa) de cacau

Em nenhuma das 30 amostras foi detectada a presenca de Salmonella e E.
coli. Em duas (7%) amostras foi detectada a presenca de coliformes totais, sendo
ambas da industria B, com contagens de 0,56 a 0,96 Log NMP/g e média de 0,76
Log NMP/g. A presenca de enterobactérias nao foi detectada, possivelmente
porque o limite de deteccdo do método (1,0 Log UFC/g) é menor do que o usado

na contagem de coliformes totais (0,5 Log NMP/g).

5.3.3. Torta de cacau

Apenas duas amostras da Industria “B” apresentaram contagens de
enterobactérias de 1 e 1,30 Log UFC/g. Em nenhuma das 30 amostras foi
detectada a presenca de Salmonella, coliformes totais e E. coli.

5.3.4. Manteiga de cacau

Em nenhuma das 30 amostras foi detectada a presenca de Salmonella e E.
coli. Foi verificada a presenca de enterobactérias em uma amostra da industria
“A”, com contagem de 1,0 Log UFC/g. Em outra amostra da mesma industria foi
constatada a presenca de coliformes totais, com contagem de 0,56 Log NMP/g.

5.3.5. P6 de cacau

As contagens de enterobactérias foram menores que 1,0 Log UFC/g em
todas as amostras analisadas. Os coliformes totais foram detectados em duas
amostras da industria B, com contagem média de 0,71 Log NMP/g. Todas as
amostras apresentaram auséncia de Salmonella e contaminagéo por E. coli menor
que 0,5 Log NMP/qg.

5.4. Chocolate

A Tabela 14 apresenta os resultados médios referentes a determinacao do
pH e da atividade de agua em 61 amostras de chocolate em barra (22 de
chocolate ao leite, 22 de chocolate branco e 17 de chocolate meio amargo) e 4

amostras de chocolate em p6 coletadas no varejo de Campinas/SP.
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Tabela 14. Resultados das analises fisico-quimicas em chocolates

comercializados em Campinas/SP

Resultados*
Tipo de Chocolate

Atividade de agua pH
Ao Leite 0,440 + 0,07 6,47 £ 0,18
Meio Amargo 0,419 £ 0,07 6,14 + 0,39
Branco 0,443 + 0,06 6,69 +0,18
Em Pé 0,493 + 0,04 7,07 £0,17

* Média + desvio padrao

O chocolate ao leite apresentou média de atividade de agua de 0,440 e pH
de 6,47. Para o chocolate meio amargo a média de atividade de agua foi de 0,419
e do pH foi de 6,14. Esse foi o produto para o qual foi obtida a menor atividade de
agua (0,311) e que apresentou a maior variacdo de pH. Ja o chocolate branco
apresentou atividade de agua de 0,443 e pH de 6,69, sendo o produto com a
maior atividade de agua (0,588) dentre os analisados. Para o chocolate em pd
foram obtidos valores de atividade de agua de 0,493 e pH de 7,07, com valor
médio de atividade de agua muito semelhante aos dos chocolates em barra e
valor médio de pH ligeiramente maior.

Nao foi detectada a presenca de Salmonella em nenhuma das amostras
analisadas. Com relacdo aos demais grupos de microrganismos, 22,7% (5/22) das
amostras de chocolate ao leite apresentaram enterobactérias, com contagens
entre 1,0 e 3,7 Log UFC/g, e 13,6% (3/22) apresentaram coliformes totais, entre
0,5 e 1,0 Log NMP/g. Em relagdo as amostras de chocolate branco, 22,7% (5/22)
apresentaram enterobactérias, com contagem entre 1,0 e 1,5 Log UFC/g e uma
amostra (4,5%) apresentou coliformes totais (0,6 Log NMP/g). Dentre as 17
amostras de chocolate meio amargo, duas (11,7%) apresentaram contaminacao
por enterobactérias (1,3 e 1,5 Log UFC/g). Ja nas amostras de chocolate em p6
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nao foi detectada a presenca de contaminacdao por nenhum dos microrganismos

pesquisados, conforme Tabela 15.

Tabela 15. Resultados das andlises microbiolégicas em chocolates

comercializados em Campinas/SP

) Contaminacao Microbioldgica
Tipo de

Enterobactérias Coliformes totais
Chocolate . .
% Positivas Log UFC/g % Positivas Log UFC/g
Ao leite 22,7 1,69 +1,1 13,6 1,14 +0,8
Meio-Amargo 11,7 1,39 £ 0,1 0 -
Branco 22,7 1,17 +0,2 4.5 0,56 £ 0,00
Em po 0 - 0 -

*Contagens médias * desvio padrdo das amostras positivas
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6. DISCUSSAO

6.1. Polpa de cacau

A variacao de pH observada nas amostras (3,48-3,82) atende ao padréo de
identidade e qualidade para polpa de cacau que estabelece pH minimo de 3,40
(BRASIL, 2000).

A Instrugcdo Normativa n® 01 de 07 de Janeiro de 2000 do Ministério da
Agricultura estabelece como padrdo de qualidade microbiologica para polpas de
frutas: contagem de bolores e leveduras de 3,70 Log UFC/g (5 x 103 UFC/g), de
coliformes fecais de 0,0 Log UFC/g (1 UFC/g) e auséncia de Salmonella em 25
gramas. Ja, a RDC n® 12 de 02 de Janeiro de 2001 da ANVISA estabelece
contagem de coliformes termotolerantes maxima de 2 Log UFC/g (102 UFC/g) e
auséncia de Salmonella em 25 gramas, ndo mencionando limite para bolores e
leveduras.

Nao foi detectada a presenca de Salmonella e coliformes em nenhuma das
30 amostras analisadas. Portanto, todas as amostras atendem aos padrbes
microbiolégicos estabelecidos pela legislacao brasileira.

Este resultado condiz com os obtidos por PENHA & MATA (1999), que
realizaram uma avaliagdo microbiolégica de polpa de cacau utilizada para o
preparo de sucos e sorvetes e nao detectaram presenca de Salmonella e
coliformes termotolerantes. SANTOS et al. (2004) analisando 24 amostras de
polpa de fruta de diferentes sabores, comercializadas em Sao Luis-MA, também
nao detectaram a presencga destes microrganismos.

ABREU et al. (2003), analisaram 265 amostras de polpa de frutas de 21
sabores, sendo de oito diferentes marcas comerciais. Nenhuma amostra
apresentou Salmonella e 15% apresentaram niveis de contaminacao por
coliformes termotolerantes acima dos padrdes estabelecidos pela RDC n® 12
(BRASIL, 2001).

NASCIMENTO et al. (2006) obtiveram resultados semelhantes, auséncia de

Salmonella e 42,5% de contaminacdo por coliformes termotolerantes, com
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contagem entre 0,60 e 3,38 Log NMP/g em 40 amostras de polpas de frutas de
sabores distintos comercializadas em feiras livres da cidade de Sao Luis-MA.

As enterobactérias podem ser utilizadas como indicadores de qualidade ou
higiene na industria de alimentos, visto que sao termoldbeis e facilmente
inativadas por sanitizantes (BRENNER & FARMER, 2005). Quatro (13,33%) das
30 amostras analisadas apresentaram enterobactérias. Apesar da baixa
contaminacao observada (1,0 e 1,63 Log UFC/qg), falhas de boas praticas de
manipulagdo ou quebra da cadeia de frio, podem favorecer a multiplicagdo desta
populagdo microbiana, resultando em risco a saude do consumidor, uma vez que

o produto sera consumido sem prévio tratamento térmico.

6.2. Pré-processamento do cacau

De acordo com Jay (2005), a contaminagdo por Salmonella e E. coli via
manipuladores e ambiente é possivel, pois, embora seu habitat primario seja o
trato intestinal de animais, homens e insetos, esta pode ser disseminada no
ambiente por acdo de vetores e por solo e agua contaminados por fezes.

Neste estudo foi detectada Salmonella em apenas uma (0,84%) das 119
amostras analisadas, devido a esta baixa ocorréncia, ndo foi possivel usar esse
dado para avaliar o risco de cada etapa para a introducdo do patdégeno no
processo. Entdo, optou-se por avaliar a evolugédo da contaminacdo das amostras
por E. coli como indicativo de contaminacao fecal ao longo do processo.

No interior dos frutos sadios, as sementes de cacau sdo estéreis e
contaminam-se durante a quebra dos frutos pelas maos dos operadores, facdes
utilizados na quebra e cestos utilizados para coleta e transporte das sementes
(LAJUS, 1982; NASCIMENTO et al, 2009). Contudo, os resultados mostraram que
as sementes que chegam do campo, antes de entrar na fermentagdo, né&o
apresentaram contaminagéo por E. coli. Esse dado parece indicar que a matéria-
prima é uma fonte menos provavel de entrada de enteropatégenos, dentre eles
Salmonella, no pré-processamento do cacau.

Durante a fermentagdo, o ambiente acido e quente nado favorece a

multiplicacdo de Salmonella, que tem temperatura de crescimento variando entre 5
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e 46°C (temperatura 6tima entre 35 e 43°C) e pH entre 3,8 e 9,5 (pH 6timo entre
7,0 e 7,5) (ICMSF, 1996). Entretanto, sua sobrevivéncia e, mesmo, eventual
multiplicacdo ndo podem ser descartadas. A ICMSF (1980) relata que, sem um
controle rigoroso do final da fermentacéo, a elevacao do pH até a faixa de 6,0 a
7,0 pode levar ao predominio de bactérias como Enterobacter e Escherichia.
Apesar de nao ter sido isolada Salmonella, nem observada correlagao entre a
presenca ou contagem de E. coli e o tempo de fermentacao, todas as fazendas
produtoras apresentaram contaminacao por E. coli entre 20 e 30% das amostras.

Durante a secagem n&o foi detectada presenca de Salmonella, ja a
porcentagem de amostras contaminadas por E. coli aumentou em todas as
fazendas (30 a 60% de amostras contaminadas) com relacdo a etapa anterior.
Nao foi observada correlagao entre a presenca ou contagem de E. coli e o tempo
de secagem. Essa etapa, provavelmente, € a mais critica para a introducao de
enteropatdogenos. As améndoas ficam expostas ao ambiente por varios dias,
podendo sofrer contaminacdo através da poeira (0os arredores nao séao
pavimentados), dos animais (especialmente aves domésticas e silvestres) e dos
insetos. Além disso, eventualmente, para auxiliar no desprendimento da
mucilagem restante nas améndoas, os funcionarios das fazendas umedecem o
cacau e realizam o pisoteamento (ICMSF, 2000). Pratica essa que promove o
aumento da umidade e atividade de agua do produto, favorecendo a introducao e
possivel desenvolvimento de contaminantes microbiolégicos.

Para a estocagem ou comercializagdo, as améndoas sao acondicionadas
em sacas de aninhagem ou nylon, que dificultam o acesso de passaros ao
material. Contudo, muitas vezes ficam em contato direto com o solo e nem sempre
fechadas, permitindo a entrada de outros vetores como insetos e roedores. Na
fazenda “Y”, a porcentagem de amostras contaminadas por E. coli aumentou em
relacdo a etapa anterior e foi detectada uma amostra contaminada por Salmonella
(sorogrupo E). Nesta propriedade, o volume de produgdo é menor € o tempo de
estocagem nos galpbées é maior. A fazenda “X”, onde se observou a menor
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porcentagem de amostras contaminadas por E. coli, tem um volume de produc¢ao
grande, de saida rapida, resultando em um menor tempo de estocagem.

De acordo com Werber (2005) Salmonella sorotipos Enteritidis e
Typhimurium representaram 65% e 23% (respectivamente) dos casos notificados
de salmoneloses nao-tiféide em 2001, assim, os outros sorotipos incluindo a S.
Oranienburg representavam 12%. Em 2001 o Instituto Robert Koch (RKI) recebeu
a notificagcdo de 439 relatos de S. Oranienburg em 16 Estados da Alemanha.
Sessenta questionarios exploratérios foram recebidos de oito estados e 43 (88%)
dos 49 pacientes investigados afirmaram o consumo de chocolate. Esse autor
também relata outros sorotipos de Salmonella envolvidos em surtos onde o
principal veiculo foi o chocolate ou seus sub-produtos como Eastbourne, Napoli e
Nina.

Portanto baseado nos resultados obtidos e nas condi¢ées observadas nas
fazendas produtoras, pode-se concluir que as aves (galinhas, pombos, pardais e
outros passaros) e os insetos, freqientemente em contato com o material em
secagem provavelmente sao vetores continuos de contaminagdo fecal das
améndoas, introduzindo E. coli e podendo introduzir Salmonella. Outros pontos
criticos que podem contribuir para a contaminacdo do cacau por estes
enteropatdogenos sdo: a pratica de pisoteio das améndoas, o tempo de
permanéncia do produto no estoque e as caracteristicas do ambiente de

armazenamento das améndoas.

6.3. Derivados processados de cacau

Segundo Jay (2005), o pH 6timo de crescimento da Salmonella é proximo
da neutralidade (6,6 a 8,2), sendo considerados bactericidas valores acima de 9 e
abaixo de 4. Em relacdo a atividade de agua, a inibicdo do crescimento de
enterobactérias em geral ocorre em valores abaixo de 0,94. Todos 0s produtos
analisados apresentaram pH dentro da faixa de desenvolvimento de Salmonella,
porém com atividade de agua abaixo de 0,60, condigédo indspita ao crescimento do
patdgeno. Entretanto, o fato dos produtos derivados do cacau apresentarem
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valores de atividade de agua desfavoraveis ao crescimento da Salmonella nao
impede a contaminacdo e permanéncia de células viaveis deste ou de outros
enteropatdgenos.

O processamento das améndoas de cacau em derivados segue,
basicamente, as etapas de selecao e limpeza, torrefacdo, moagem, prensagem e
pulverizacao. A torrefagdo é a Unica etapa que pode reduzir significativamente a
contagem microbiana, embora a alcalinizagdo também represente barreira.
Diferentes autores relatam a resisténcia térmica de alguns sorotipos de
Salmonella, principalmente em substratos de baixa aw, no entanto esta resisténcia

sempre esta relacionada a temperaturas menores que 100°C.

De acordo com o ICMSF (2000), o controle de Salmonella deve ser
baseado em um “layout” adequado da linha de processamento, separando as
areas de manipulacao antes da torrefagcao, das areas de processamento depois da
torrefacdo. A possibilidade de contaminacdo cruzada, entretanto, ndo €
desprezivel, podendo ser provocada pelo ar, poeira, equipamentos e transito de
pessoal. O ambiente e os produtos de cacau utilizados no processamento do
chocolate devem ser analisados regularmente, para a deteccao de Salmonella.

Neste estudo, apesar dos nibs analisados terem sido submetidos a um
processo de torragcdo com temperaturas acima de 110°C, houve o isolamento de
bactérias do grupo de enterobactérias, coliformes totais e E. coliem 17, 20 e 3,3%
das amostras. Para os demais produtos foi verificada contaminacao de até 7% das
amostras analisadas. A persisténcia desses contaminantes nas amostras, apesar
de baixa (£2,0 Log UFC ou NMP/g) pode indicar sobrevivéncia ao tratamento
térmico ou recontaminacgéo pds-processo.

Barrile et al. (1971) em seus estudos utilizando améndoas oriundas de seis
paises produtores, obtiveram reducdo de apenas 2 ciclos logaritmicos da
microbiota inicial apos torrefagdo a 150° C por 40 minutos. De acordo com Minifie
(1989), a microbiota final do pé de cacau, € quase exclusivamente introduzida nos
processos subsequentes de moagem da torta, pelos microrganismos presentes no
ambiente de produgéao.
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Em qualquer desses casos, fica claro que, se houver a presenca de
Salmonella nas améndoas, dependendo do grau de contaminagcdo e das
condicbes empregadas no processo, os produtos do seu processamento podem
permanecer contaminados, atingindo posteriormente o0 processamento do

chocolate.

6.4. Chocolate

Nenhuma das 65 amostras de chocolate analisadas apresentou
contaminacao por Salmonella e E. coli, estando, portanto, de acordo com a
legislacado vigente que estabelece auséncia de Salmonella em 25 g e contagem
maxima para coliformes termotolerantes de 10 NMP/g (BRASIL, 2001).

As investigagcbes de alguns surtos de salmonelose envolvendo chocolate
mostram que as causas ndo sdo apenas a utilizacdo de produtos derivados de
cacau contaminados, pois também foi identificada como uma causa a
contaminagao cruzada, decorrente da separacao inadequada de zonas limpas e
sujas dentro das fabricas (WERBER et al., 2005).

Confirmando essa teoria ha um estudo publicado por Vitela et al. (1994),
realizado no Meéxico no qual foram analisadas 44 amostras de chocolates
embalados e 56 amostras de chocolate ndo embalado quanto a presenca de
Salmonella. O estudo revelou a presenca de Salmonella em duas amostras, sendo
ambas amostras de chocolate embalado, o que demonsira que a maior
possibilidade de contaminagdo ocorre durante o processamento industrial do
chocolate.

Segundo a Comissao Internacional de Especificacdes Microbiolégicas para
Alimentos (ICMSF, 2005) as etapas de mistura, refino, conchagem e temperagem,
do chocolate apresentam baixa influéncia sobre a microbiota final do produto.
Mesmo em uma conchagem com temperaturas entre 60-80°C, os microrganismos
nao seriam eliminados por estarem protegidos pela baixa aw e o alto teor de
gordura do chocolate.
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A presenca de membros da familia Enterobacteriaceae em 18,5 % das
amostras mesmo que com baixas contagens indica que as condicbes de
processamento e/ou armazenamento destes produtos podem possibilitar uma
eventual contaminacdo por patbégenos como a Salmonella e E. coli. Fato este
preocupante do ponto de vista de saude publica, uma vez que existem relatos na
literatura sobre a ocorréncia de surtos de Salmonella, veiculados por chocolate,
com baixas doses infectantes, até mesmo 1,0 UFC/g (D’AOUST et al, 1977)

Portanto, a presenca de condigbes que possibilitem a contaminagéo do
produto por estes microrganismos deve ser evitada através do monitoramento
constante da qualidade das matérias-primas empregadas no processo, bem como

da manutencao de boas praticas de fabricacao.
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7. CONCLUSOES

Em relacdo as etapas de pré-processamento do cacau, podemos concluir que:

Os resultados obtidos nas analises da polpa de cacau demonstram que
100% das amostras apresentaram resultados microbioldgicos satisfatorios e
de acordo com a legislacao vigente;

O isolamento de enterobactérias em niveis de 5 log UFC/g nas sementes
de cacau coletadas apds a quebra dos frutos, indica que dependendo do
manuseio realizado ainda no campo, pode introduzir patégenos como a
Salmonella nesta etapa do processo;

Durante a etapa de fermentagdo, onde nao era esperado O
desenvolvimento de microrganismos patogénicos e indicadores, devido a
competicdo com a microbiota atuante, verificou-se elevados indices de
contaminacgao por coliformes totais e E. colr,

A etapa de secagem das améndoas apresentou os maiores indices de
contaminacgao;

As amostras de améndoas de cacau estocadas apresentaram elevados
indices de contaminacdo com o isolamento de enterobactérias, coliformes
totais e E. coli. Nessa etapa também houve o isolamento de Salmonella,
indicando o potencial das industrias de moagem estar recebendo matéria-

prima contaminada com esse microrganismo.

As andlises dos produtos de cacau processado demonstraram que:

Mesmo apds o processo de torracdo em temperaturas superiores a 110°C,
houve o isolamento de bactérias do grupo Coliformes e até mesmo E. coli
nos Nibs de cacau, indicando que ou o processo térmico nao é efetivo para
destruicdo total dos microrganismos ou apés esta etapa, em algum ponto
da linha de processamento, ocorre uma re-contaminacao;

O liquor, a torta, a manteiga e o p6 de cacau apresentaram baixas
contaminacgdes, indicando que estas etapas do processo ndo oferecem
risco eminente da presenca de microrganismos patogénicos;
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e Os chocolates apresentaram niveis de contaminacdo dentro dos limites

estabelecidos pela legislagéo vigente.
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Anexos

ANEXO 1. Resultados de anélise das amostras de Polpa de Cacau Congelada.

Marca_ Atividade oH Salmonella  Enterobactérias Cotlggin;es E. coli
comercial  de Agua (em 25¢q) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/q)
0,977 3,69 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,979 3,71 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,981 3,69 Ausente 10 <3,0 <3,0
0,974 3,82 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,975 3,74 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,968 3,72 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,978 3,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,980 3,59 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,975 3,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,981 3,77 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,985 3,58 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
c 0,985 3,6 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,984 3,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,986 3,67 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,969 3,50 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,978 3,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
D 0,976 3,65 Ausente 10 <3,0 <3,0
0,973 3,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,975 3,69 Ausente 40 <3,0 <3,0
0,975 3,65 Ausente 190 <3,0 <3,0
0,982 3,74 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
E 0,977 3,58 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,981 3,78 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,990 3,80 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,990 3,81 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,987 3,50 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
F 0,988 3,49 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,986 3,50 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,985 3,48 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,979 3,53 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
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ANEXO 2. Resultados de analise das amostras de Sementes de Cacau Antes da

Fermentagao.
Produtor  Atividade de oH Enterobactérias  Coliformes totais E. coli

Agua (UFC/g) (NMP/q) (NMP/qg)
0,985 4,76 <10,0 <3,0 <3,0
0,977 4,46 7,5x10° 28 <3,0
0,981 4,89 <10,0 <3,0 <3,0
0,990 5,10 <10,0 <3,0 <3,0

« 0,992 4,90 <10,0 <3,0 <3,0
0,978 4,87 2,6x10° 3,6 <3,0
0,977 4,83 2,7x10* 93 <3,0
0,975 4,87 <10,0 <3,0 <3,0
0,971 4,90 1,2x10% <3,0 <3,0
0,976 5,11 <10,0 150 <3,0
0,984 5,17 6,8x10° 3,6 <3,0
0,984 4,71 7,9x102 23 <3,0
0,983 4,98 3,8x10° 9,2 <3,0
0,986 5,11 10 3,6 <3,0

v 0,979 4,96 <10,0 <3,0 <3,0
0,975 4,91 2,4x10° 9,2 <3,0
0,973 4,95 1,8x10* <3,0 <3,0
0,976 4,34 2,7x10* 43 <3,0
0,975 4,41 4,5x10° 23 <3,0
0,970 4,61 <10,0 <3,0 <3,0
0,978 4,30 <10,0 <3,0 <3,0
0,974 4,50 <10,0 <3,0 <3,0
0,974 4,50 <10,0 <3,0 <3,0
0,977 4,60 <10,0 <3,0 <3,0

. 0,978 4,50 <10,0 <3,0 <3,0
0,972 6,00 <10,0 <3,0 <3,0
0,977 4,70 <10,0 <3,0 <3,0
0,978 5,00 <10,0 <3,0 <3,0
0,978 5,00 <10,0 <3,0 <3,0
0,977 4,40 <10,0 <3,0 <3,0
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ANEXO 3. Resultados de analise das amostras de Sementes de Cacau Durante o

Processo de Fermentacao.

Produtor Atividade Salmonella Enterobactérias  Coliformes E. coli
de Agua (em 25¢) (UFC/g) totais (NMP/q) (NMP/qg)
0,993 497  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,994 500  Ausente <10,0 15 15
0,989 471  Ausente <10,0 3,6 <3,0
0,989 431  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
« 0,996 520  Ausente <10,0 38 <3,0
0,988 4,48  Ausente <10,0 >1,1x10° <3,0
0,994 459  Ausente <10,0 9,2 <3,0
0,988 474  Ausente <10,0 15 <3,0
0,987 433  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,995 503  Ausente 3,3x 10* >1,1x10° 1,1x10?
0,996 556  Ausente 3,0 x 10 >1,1x10° 29
0,997 585  Ausente 2,4x10° >1,1x10° 23
0,988 4,99  Ausente 30 >1,1x10° >1,1x10°
0,994 529  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
v 0,981 499  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,994 464  Ausente <10,0 3,6 <3,0
0,99 465  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,991 453  Ausente <10,0 3,6 <3,0
0,994 453  Ausente <10,0 3,6 <3,0
0,991 471 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,996 4,78  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,997 470  Ausente <10,0 3,6 <3,0
0,995 488  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,993 451  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
. 0,994 463  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,976 4,40  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,975 460  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,977 4,70 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,972 460  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,976 540  Ausente 1,1x10° 9,2 9,2
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ANEXO 4. Resultados de analise das amostras de Améndoas de Cacau Durante o

Processo de Secagem.

Produtor g?gj;g: oH Sélgqvozréeg/)la Ente([leggj:;?rias Colif?l:lnh}l%s/ S;c);tais (ﬁmcpo/lé)
0,603 519  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,828 4,96  Ausente 7,5x10° >1,1x10° <3,0
0,875 535  Ausente <10,0 93 <3,0
0,846 521  Ausente 1,1x10* 4,6x10° 7.4
X 0,834 597  Ausente 3,4x10° 1,1x10° <3,0
0,867 506  Ausente <10,0 23 <3,0
0,823 5,97  Ausente 1,6x10* >1,1x10° <3,0
0,813 505  Ausente 3x10° >1,1x10° <3,0
0,824 467  Ausente <10,0 >1,1x10° 15
0,855 507  Ausente 8,4x10? 93 15
0,733 465  Ausente 4,5x10° >1,1x10° >1,1x10°
0,721 520  Ausente 6,6x10* >1,1x10° 23
0,635 482  Ausente 1,8x10° >1,1x10° >1,1x10°
0,629 5,03 Ausente 60 1,5x10? <3,0
v 0,665 5,12  Ausente 4,1x10° >1,1x10° 43
0,595 5,05  Ausente 5,9x10° >1,1x10° >1,1x10°
0,990 521  Ausente 5,4x10° >1,1x10° <3,0
0,536 531  Ausente 1,3x10° >1,1x10° <3,0
0,986 505  Ausente 2x10° >1,1x10° <3,0
0,725 6,12  Ausente 5,6x10° >1,1x10° <3,0
0,990 492  Ausente 7,4x10* >1,1x10° <3,0
0,668 563  Ausente 1,1x10’ >1,1x10° <3,0
0,938 542  Ausente 4,7x10° >1,1x10° 43
0,636 526  Ausente 7,7x10° >1,1x10° 1,1x10°
. 0,844 543  Ausente 1,4x10° >1,1x10° >1,1x10°
0,912 4,71 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,854 469  Ausente 1,4x10° >1,1x10° <3,0
0,736 5,10  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,758 5,00  Ausente 6,6x10° 3 3
0,752 5,10  Ausente 3,4x10° <3,0 <3,0
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Anexos

ANEXO 5. Resultados de analise das amostras de Améndoas de Cacau

Estocadas.
Produtor /ividade H Salmonella Enterobactérias Coliformes totais ~ E. coli
e Agua em 259 g g g
de A P (em 25g) (UFC/qg) (NMP/g) (NMP/g)
0,744 412 Ausente 6,4x10° >1,1x10° >1,1x10°
0,699 5,01 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,643 4,86 Ausente <10,0 23 <3,0
0,596 4,86 Ausente <10,0 7,4 <3,0
X 0,64 53 Ausente <10,0 43 <3,0
0,658 4,77 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,664 53 Ausente 3,9x10* >1,1x10° <3,0
0,625 54 Ausente 10 >1,1x10° <3,0
0,749 5,02 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,78 5,08 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,728 4,78 Ausente 1,4x10° >1,1x10° 1,1x10°
0,74 4,71 Presente 1,1x10° 21 7.4
0,733 4,4 Ausente 2,7x10* >1,1x10° >1,1x10°
0,746 4,91 Ausente 4,2x10° 93 43
Y 0,717 4,62 Ausente 1,7x10* 93 93
0,746 4,44 Ausente 2,9x10° >1,1x10° 29
0,745 4.8 Ausente 1,8x10° >1,1x10° 2,4x10?
0,726 5,44 Ausente 2.2x10° >1,1x10° >1,1x10°
0,686 5 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,735 4,29 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,673 5,11 Ausente 1,9x10° >1,1x10° 38
0,678 4,91 Ausente 4,2x10° 2,4x10? <3,0
0,648 4,6 Ausente <10,0 35 27
. 0,646 4,72 Ausente <10,0 9,2 <3,0
0,704 514 Ausente 7.56x10° >1,1x10° 7.2
0,687 6,49 Ausente 2,3x10° >1,1x10° >1,1x10°
0,663 5,62 Ausente 2,1x10° >1,1x10° 8,9
0,673 5,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,395 4,57 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
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Anexos

ANEXO 6. Resultados de analise das amostras de Nibs de Cacau coletadas nas

industrias de beneficiamento.

Industria  Atividade oH Salmonella  Enterobactérias Coliformes totais ~ E. coli
de Agua (em 25g) (UFC/g) (NMP/qg) (NMP/g)

- 5,51 Ausente <10,0 7,4 <3,0

- 5,50 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

- 5,34 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

- 5,36 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

- 5,46 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,526 5,13 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,475 5,47 Ausente <10,0 3,6 <3,0
A 0,446 5,42 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,462 5,53 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,496 5,38 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,422 5,48 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,434 5,53 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,467 5,57 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,437 5,67 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,448 5,51 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,567 5,21 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,563 5,34 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,505 5,25 Ausente 10 23 <3,0
0,545 5,61 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,548 5,01 Ausente <10,0 3,6 <3,0
0,563 4,98 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,457 5,53 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,471 5,29 Ausente 90 <3,0 <3,0
0,502 5,21 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,483 5,39 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,481 5,40 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,483 5,40 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,553 5,32 Ausente 10 <3,0 <3,0
0,548 5,34 Ausente 15 23 <3,0
0,511 5,32 Ausente 10 9,2 3,6
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Anexos

ANEXO 7. Resultados de andlise das amostras de Liquor de Cacau coletados nas

industrias de beneficiamento.

Industria  Alividade oH Salmonella Enterobactérias  Coliformes totais  E. coli
de Agua (em 25g) (UFC/g) (NMP/qg) (NMP/qg)
0,522 5,59 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,465 5,77 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,489 5,60 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,488 5,87 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,517 5,67 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,495 5,87 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,516 5,77 Ausente <10 <3,0 <3,0
A 0,528 6,05 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,475 5,78 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,503 5,89 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,488 5,56 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,534 5,96 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,537 5,54 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,488 5,85 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,481 5,61 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,437 5,69 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,368 5,65 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,371 5,83 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,446 5,72 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,483 5,92 Ausente <10 9,2 <3,0
0,431 6,09 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,224 5,83 Ausente <10 <3,0 <3,0
B 0,274 5,83 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,222 7,12 Ausente <10 3,6 <3,0
0,461 5,86 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,796 5,82 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,460 6,20 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,390 5,74 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,405 5,80 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,491 5,76 Ausente <10 <3,0 <3,0
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Anexos

ANEXO 8. Resultados de analise das amostras de Torta de Cacau coletadas nas

industrias de beneficiamento.

Industria  Alividade Salmonella  Enterobactérias Coliformes totais  E. coli
de Agua (em 25g) (UFC/g) (NMP/qg) (NMP/g)
0,293 5,60 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,334 5,51 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,335 5,53 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,300 5,56 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,326 5,66 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,316 6,91 Ausente <10 <3,0 <3,0
A 0,311 6,91 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,295 6,88 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,300 6,89 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,284 6,91 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,257 7,50 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,244 7,49 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,249 7,49 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,240 7,53 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,350 6,59 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,281 7,71 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,340 6,55 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,308 7,34 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,276 7,83 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,256 6,92 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,292 6,80 Ausente <10 <3,0 <3,0
B 0,147 6,90 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,260 7,87 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,450 7,75 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,395 7,79 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,452 6,85 Ausente <10 <3,0 <3,0
0,484 7,85 Ausente 20 <3,0 <3,0
0,471 7,81 Ausente 10 <3,0 <3,0
0,447 7,73 Ausente <10 <3,0 <3,0
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Anexos

ANEXO 9. Resultados de analise das amostras de Manteiga de Cacau coletadas

nas industrias de beneficiamento.

Indistria  Aividade oH Salmonella Enterobactérias Coliformes totais  E. coli
de Agua (em 259) (UFC/g) (NMP/qg) (NMP/qg)

- 6,73 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

- 6,98 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

- 7,27 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

- 6,33 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

- 7,42 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,522 6,15 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,510 6,46 Ausente 10 <3,0 <3,0
A 0,521 7,16 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,519 6,05 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,525 7,23 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,500 7,28 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,506 6,64 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,513 6,61 Ausente <10,0 3,6 <3,0
0,521 7,37 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,544 8,27 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,478 7,35 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,512 6,63 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,477 6,81 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,437 7,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,45 8,22 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,469 7,27 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,488 7,06 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,428 7,19 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,409 7,65 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,527 5,47 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,513 54 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,563 7,92 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,483 8,48 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,507 8,29 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
0,547 8,14 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
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Anexos

ANEXO 10. Resultados de analise das amostras de P6 de Cacau coletados nas

industrias de beneficiamento.

Industria ~ Tipo gtivi,dade oH Salmonella Enterobactérias Cotlg?;inswes E. coli
e Agua (em 25¢q) (UFC/g) (NMP/g) (NMP/g)
A 0,338 5,57  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,332 5,64  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A Natural 0,37 5,65  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,347 5,75  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,41 5,81 Ausente <10,0 3,6 <3,0
B 0,393 6,43  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,388 6,85  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,347 6,88  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,387 6,89  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,393 6,89  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,334 6,93  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,397 6,95  Ausente <10,0 7.4 <3,0
A 0,37 6,96  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,306 6,96  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,44 7 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,397 7,03  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,411 7,08 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B Alcalino 0,579 7,28  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,523 7,37  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,385 7,5 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,431 7,54  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,352 7,55 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,319 7,57 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,456 7,57  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,312 7,6 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,282 7,74 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,458 7,76  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
B 0,444 7,97 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,303 8,13  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
A 0,355 8,24  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
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Anexos

ANEXO 11. Resultados de analise das amostras de Chocolate coletadas no

comércio varejista.

oo garea Abdade gy Samorela Enecbaties Dipug®t Bt
(NMP/g)
1 0,354 643  Ausente 4,4x10° 93 <3,0
2 0,369 643  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
5 0,395 6,62  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
6 0,564 6,93  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
Ao leite 5 0,428 655  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
7 0,391 654  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
7 0,564 64  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
3 0,382 644  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
8 0,562 6,18  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
4 045 658  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
9 0,504 6,34  Ausente 10 3 <3,0
10 0,387 662  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
11 0,413 6,16 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
3 0,365 646  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
5 0,378 626  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
4 0,366 6,65  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
2 0531 646  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
16 0,451 65  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
18 0,504 631  Ausente 20 9,2 <3,0
17 0,432 6,28 Ausente 30 <3,0 <3,0
19 0,490 6,64  Ausente 10 <3,0 <3,0
3 0,403 655  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
19 0,387 671  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
Branco 1 0,402 679  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
2 0,400 674  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
3 0,588 6,82  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
3 0,391 6,83  Ausente 35 <3,0 <3,0
4 0,409 671  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
5 0,473 6,98  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
6 0426 672  Ausente <10,0 3,6 <3,0
5 0,417 675  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
7 0,397 6,64  Ausente <10,0 <3,0 <3,0
7 0,522 6,74 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
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Anexos

ANEXO 11. Continuacéo.

T oMama Ao Sdnorela Enepseias D™ £ ool
(NMP/g)

3 0,372 6,79  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

8 0,386 6,66  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

5 0,475 6,71 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

11 0,428 6,83  Ausente 10 <3,0 <3,0

2 0,406 6,67  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

3 0,480 6,59  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

Branco 4 0,465 6,82  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

16 0,492 6,28  Ausente 10 <3,0 <3,0

17 0,460 6,55  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

18 0,401 6,41 Ausente 10 <3,0 <3,0

5 0,560 6,54  Ausente 20 <3,0 <3,0

2 0,322 5,77 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

6 0,478 7,48  Ausente 20 <3,0 <3,0

7 0,355 6,19  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

Meio Amargo 7 0,480 6,22 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

3 0,340 6,37  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

8 0,402 6,31 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

4 0,311 588  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

11 0,397 5,91 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

2 0,470 586  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

3 0,551 586  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

5 0,372 595  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

5 0,533 6,04  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

16 0,442 596  Ausente 30 <3,0 <3,0

17 0,462 6,06  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

18 0,399 6,07  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

19 0,443 6,12 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

1 0,372 6,37  Ausente <10,0 <3,0 <3,0

i 4 0,474 6,91 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

Po 14 0,473 7,06 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

3 0,470 7,02 Ausente <10,0 <3,0 <3,0

15 0,556 7,31 Ausente <10,0 <3,0 <3,0
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