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ANALISE MICROBIOLOGICA COMPARATIVA DAS FASES PRE E POS
PROCESSAMENTOS INDUSTRIAIS DE AMENDOAS DE CACAU

Carolina Souza Almeida Santos?
Mariana Moreira Andrade?

RESUMO

O cacau é um fruto muito antigo que é proveniente do cacaueiro. Suas sementes sao
ricas em muitas propriedades como lipideos, proteinas, amido e células polifendlicas,
se tornando importantes para o consumo, logo que possuem conteudo anti-
inflamatorio e antioxidante atuando em diversos tipos de doencas como cancer e
doencas cardiovasculares. Esse fruto é muito utilizado para a producdo de varios
produtos como o chocolate, manteiga de cacau, liquor de cacau e entre outros. Apesar
de seus beneficios, quando fabricados podem ser sujeitos a contaminacgao que podem
levar a diversos prejuizos como econdmicos e a saude da populacdo. Portanto, o
objetivo desse trabalho é analisar microbiologicamente as améndoas de cacau antes
e apods o processamento na industria, afim de averiguar se ocorreu a sua esterilizacao
de forma correta, e para essas andlises serdo comparados o0s resultados para
psicotroficos aerdbios e mofo, bolores e leveduras. Seus resultados serao
computados através do método de Contagem Padrdo em Placas (UFC/g) de acordo
com a ANVISA.

Palavras-chave: Cacau; Nibs; Amostras, Analise microbioldgica.

ABSTRACT

Cocoa is a very ancient fruit that comes from the cocoa tree. Its seeds are rich in many
properties such as lipids, proteins, starch and polyphenolic cells, making them
important for consumption, as they have anti-inflammatory and antioxidant content,
acting on different types of diseases such as cancer and cardiovascular diseases. This
fruit is widely used for the production of various products such as chocolate, cocoa
butter, cocoa liquor and others. Despite their benefits, when manufactured they can be
subject to contamination that can lead to various losses, such as economic losses and
the health of the population. Therefore, the objective of this work is to microbiologically
analyze cocoa beans before and after processing in the industry, in order to determine
whether their sterilization occurred correctly, and for these analyzes the results for
aerobic psychotrophs and mold, mold and yeast will be compared. . Your results will
be computed using the Standard Plate Count method (CFU/g) in accordance with
ANVISA.

Keywords: Cocoa; Nibs; Samples, Microbiological analysis
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1 INTRODUCAO

O cacau é uma fruta bastante antiga proveniente do cacaueiro. Sua espécie é
o0 Theobrama cacao, a qual tem origem na América Central e do Sul, e foi disseminada
em outros paises como a Africa, local que se desenvolveu de forma satisfatoria
(Vanderschueren et al., 2019). As améndoas de cacau sao as sementes de seus frutos
gue possuem diversos beneficios a saude por ser um fruto flavanéide, logo, contém
propriedades em suas células que permitem o armazenamento de lipideos, proteinas,
amido e células polifendlicas (Silva; Marques; Rezende, 2022). Esse fruto da origem
a varios subprodutos como o liquor, manteiga, po, nibs, o mel de cacau e o produto

final, o chocolate (Guirlanda; Silva; Takahashi, 2021).

O inicio da produgéo do chocolate comeca nas fazendas, onde é realizada a
plantacdo e a colheita do cacau. Para o plantio, a melhor forma de desenvolvimento é
a utilizacdo de outras espécies de plantas como arvores florestais naturais. Essa
forma de semeadura é o sombreamento que ajuda na umidade e filtracdo da agua no
solo, pois contribui para a fertilidade do mesmo (Brasil, 2020). S&o escolhidos os frutos
maduros ou semi-maduros que se apresentam sem a presenca de fitopatologias para
a garantia de produtos com alta qualidade (Lopez, Cleméncia; Ospina, Johannes,
2021). A escolha do fruto influéncia no sabor que a améndoa dara ao produto final,
por esse fato, ndo deve-se escolher o cacau verde e nem maduro demais. I1Sso porque
a fruta verde ndo tera grande quantidade de aglcar em sua composicdo, resultando
na sua incapacidade de fermentacdo; ja& o fruto muito maduro é mais propicio a

proliferacdo de bactérias, acarretando num produto infectado

E no processo fermentativo que se observa o surgimento das caracteristicas
sensoriais que dependem da participacdo das bactérias e leveduras, ja que sao elas
gue interferem na qualidade do produto (Guirlanda; Silva; Takahashi, 2021). Para uma
améndoa de boa qualidade, sdo levados em consideracéo varios fatores, desde o tipo
do solo, variedade do cacaueiro, manuseamento do cultivo e processamento apos a
colheita (Silva; Marques; Rezende, 2022). Todas essas condi¢des irdo contribuir para
as propriedades organolépticas do produto final, na qual a temperatura, o ambiente, o
pH e acidez da améndoa, o periodo de processamento e a microbiota irdo influenciar

em todo o processo (Soares; Oliveira, 2022).
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A fermentacdo esta dividida em trés etapas, a primeira sofre a acdo de
leveduras que fardo a transformacao do acucar em alcool em um periodo de 24-36h,
tornando o ambiente favoravel a condicoes anaerdbicas. Na segunda fase, ocorre o
envolvimento ativo das LAB entre 48 e 96h, que realizardo a conversdo de acidos
organicos em &cido latico. Por fim, na terceira fase, AAB realizam a conversédo do
alcool em &cido acético. Essa fase € bem critica por conta da presenca das bactérias
gue podem gerar améndoas toxicas, tornando-as improprias para consumo (Silva;
Marques; Rezende, 2022). O ideal € que ndo se ultrapasse 8 dias, pois ocorre a
formagéao de substancias como a amonia que levam ao produto final um sabor e aroma

diferente do esperado (Brasil, 2020).

Os microrganismos envolvidos na fermenta¢cédo modificam as propriedades das
améndoas através das enzimas como as proteases, a glicosidade e B-galactosidade
atuando em diferentes partes, bem como a polpa e a semente (Silva; Marques;
Rezende, 2022). Algumas espécies de fungos podem acabar surgindo nesse
processo como o0s Aspergillus sp., Fusarium sp e Penicillium sp podem provocar a
presenca das microtoxinas que sao metabolicos toxicos e para evitar que isso ocorra
temos as bactérias LAB que conseguem inibir a producdo dos fungos através da
producdo de 4-hidroxifenilatico provocando uma geracao de &cido latico levando a
diminuicdo da acidez inibindo o crescimento dos fungos indesejados (Tri Marwati et
al., 2021).

Apobs todo o processo fermentativo as améndoas sdo selecionadas para dar
seguimento na inddstria. Inicialmente ocorre a limpeza dos graos secos com o uso de
peneiras que vao retirar os materiais mais pesados como pedras, metais e insetos
(Soares; Oliveira, 2022). Em seguida, tem-se o tratamento térmico na torrefacédo
utilizando fontes de calor, as quais provocam o descasque, separando 0s graos das
cascas, além do calor causar esse efeito, ele também leva a inativacdo de enzimas
provenientes das bactérias, formando o aroma. Logo depois, 0 produto passa pela
fase da moagem, onde sao reduzidas o tamanho de seus graos, gerando o liquor de
cacau, que € uma massa bem densa que seguira para a proxima etapa de fabricacao
(Soares; Oliveira, 2022).

O liquor formado segue para as prensas, que é um local onde formam as tortas

provenientes dele, através do uso de prensas hidraulicas que possuem um
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mecanismo que promove um aumento muito grande de pressao, operando entre 50 e
100 MPa. No momento da prensagem é extraido a manteiga de cacau diminuindo,
grande parte da gordura que corresponde entre 53-57% do liquor de cacau para 24-
27% no restante da torta prensada. Em seguida, a torta € passada para a pulverizagédo
finalizando o processo transformando-a em po, e se torna muito importante essa fase
do processamento nas prensas, pois ela vai diminuir o teor da gordura no produto final
permitindo o seu uso em outros produtos como bebidas achocolatadas, massa de
bolo, producéo de biscoitos e sorvetes (Melo; Orjuela; Guerrero, 2022). O processo

do cacau pode ser mostrado conforme a Figura 1.

PROCESSING OF COCOA NIES

Breaking & winnowing

Pie B

Cake blending

Pulverization

Cooling
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Figura 1: Processo do Nibs de cacau. Para a produgdo dos produtos
provenientes do cacau, primeiro ocorre a pré limpeza, onde a maior parte das
impurezas, como pedras e folhas, € retirada. Logo apds, sdo armazenados e
selecionados os graos para seguir o processo. Com os graos escolhidos, sao torrados
e moidos, formando o liquor na moagem. Em seguida, o liquor é transportado para as
prensas, ocorrendo a formacdo do p6é e da manteiga, que sdo separados para o

término da fabricacao.

Para que seja garantida boas condi¢des para o produto séo realizadas analises
durante o todas as fases do processo das améndoas, incluindo pré-processamento,
processamento e pdés-processamento, Visto que tencionam garantir a seguranga
alimentar, logo, que a contaminagdo microbiana € uma das principais preocupacgdes
na industria de alimentos. A presenca de patdégenos, como Salmonella e E. coli pode
levar a surtos de doencas transmitidas por alimentos, representando um risco
significativo para a saude publica. Além dos riscos para a saude, a contaminacao
microbiana também pode ter um impacto direto na qualidade do produto. Diante disso,
€ essencial a realizacdo de analises sensoriais, fisico-quimicas e microbiologicas que
buscam comprovar que o produto apresenta boas condi¢cdes para o consumo. Para
as analises microbioldgicas do cacau, sao analisadas a contagem total de aerébios
mesofilos, contagem de bolores e leveduras, deteccdo de Salmonella, deteccdo e
enumeracdo de coliformes totais, pesquisa de Staphylococcus spp. e pesquisa

coliformes termotolerantes (“Lista de Analises”, s.d.).

Para o controle adequado do processo, tem-se a movimentacdo de
informacdes do produto, o que ajuda a serem passadas mais rapidamente, por este
fato é essencial que exista um banco de dados para o rastreio, por exigéncia do
International Standardization Organization (ISO) 8402 (ISO, 1994). A facilidade de
informacdes é fundamental para o consumidor rastear sobre todas as referéncias do
produto que estad adquirindo, desde a sua origem, como a umidade presente do
processo fermentativo. Esse sistema de rastreio ajuda também a industria a ter
resguardo e o poder de comprovar que seus produtos possuem a qualidade exigida

pelo mercado (Tejos et al., 2022).

Esta pesquisa, logo, busca realizar andlises microbiolégicas das améndoas

do cacau, comparando o perfil microbiano do fruto durante as fases pré e pés
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processamento na industria alimenticia, através de metodologias para a contagem de

aerobios mesdfilos, bolores e leveduras e enterobactérias nas améndoas coletadas.

2. MATERIAIS E METODOS

Todas as amostras para a analise de qualidade microbiana foram obtidas a
partir de uma empresa localizada no sul da Bahia, na primeira metade do ano de 2023.
As amostras foram mantidas em um armazém em condi¢des favoraveis para serem
averiguadas, em conformidade com a legislacdo e regulamentacgé&o vigentes para dar
seguimento no processamento industrial. Apos apresentarem condicdes estéticas
favoraveis para analise, foram dividas em duas fases: uma antes do processamento
denominada “Nibs Cru” e outra ap0s o processo do reator chamada de “Reator”. Para
a coleta, foram utilizados sacos plasticos estéreis e o furdo, que é um objeto utilizado
para realizar esses tipos de coletas, ele estava devidamente higienizado com o
Dodigem a 50% que € um sanitizante muito potente utilizado na limpeza de
equipamentos. As amostras coletadas correspondiam a 500g de cada ponto
especifico, na qual o Nibs Cru foi retirado dos sacos de cacau antes do processamento

no reator e a segunda amostra, apds a passagem.

2.1 Procedimento

As metodologias seguidas estavam de acordo com as ISO 21527-2 para Mofo
e leveduras, ISO 4833-1 para contagem de bactérias (TPC) e a ISO 6579-1 para
analise de Salmonella, na qual a deteccéao foi de formas quantitativa e qualitativa. No
método quantitativo é determinado o numero de microrganismos, enquanto o
gualitativo detecta a presenca ou auséncia. Nas duas metodologias foram utilizadas
técnica em superficie e em profundidade, sendo a primeira para contagem total de

placas (TPC), fungos e leveduras, e enterobactérias (Salmonella).

Para o inicio da andlise foram pesadas em dois xotes 10g da amostra, sendo
um para nibs cru e o outro a amostra apds o reator. No xote continha 90ml de agua
preptonada para ser realizada a anélise de contagem de bactérias (TPC) e para mofo
e leveduras. J4 para a andlise de Salmonella foi seguido outro procedimento que nao

faz 0 uso de 4gua preptonada.
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2.1.1 Contagem de bactérias

Na andlise de TPC foram selecionadas 6 placas para cada amostra com uma
diluicdo até 10, em seguida, conforme o procedimento padronizado pelas 1SOs, foi
inoculado a primeira diluicdo na placa de Petri com uma pipeta estéril e logo depois,
foi transferida 1 ml do conteddo do xote para um tubo de 9 ml contendo o mesmo
diluente, posteriormente foi realizada a homogeneizacdo com a mesma pipeta e
inoculada em outra placa sendo, entédo, essa diluicdo a 102. Em seguida, esse

processo foi repetido sequencialmente até alcancar a ultima diluicao.

Para essa metodologia, o0 meio de cultura utilizado foi o Plate Count Agar (PCA)
gue foi preparado seguindo as recomendacdes do fabricante. Com ele ja autoclavado
em 121°C por 15 minutos, foi resfriado até a temperatura de 44-46°C, para ser vertido
nas placas, logo apdés, foram realizados movimentos circulares em sentido horario e
anti-horario para que o inéculo se homogeneizasse com o agar, depois foram
colocadas separadamente na bancada para que se solidificasse. Apl6s a
polimerilizag&o, as placas foram incubadas invertidas na estufa a uma temperatura de
37°C por 48 horas.

2.1.2 Mofo e leveduras

Para a analise de mofo e leveduras seguiu-se conforme o procedimento, onde
foi vertido em placas de Petri o0 meio Agar Dicloran Glicerol 18 (DG-18). Logo ap0s,
estarem solidificadas foi dado inicio a analise, na qual foi transferido 1 ml do contetdo
do xote com a agua preptonada em trés placas, sendo inoculadas em duas 0,3ml e

na terceira placa 0,4ml; contabilizando 1ml.

ApoOs esse processo foi utilizado a alga de Drigalski estéril, na qual, espalhou-
se o inoculo por toda a superficie do meio seguindo a ordem da diluicdo. Com a
absorcao completa do liquido, foi incubada sob refrigeracdo com a temperatura a 25°C

por 5 dias.
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2.1.3 Salmonella

Para andlise de Salmonella foram realizadas varias etapas: o pré-

enriguecimento, enriqguecimento seletivo e o plagueamento seletivo.

Pré-enriquecimento

A amostra foi pesada em uma balanca de precisdo, em um recipiente com saco
estéril, na qual, 375g foram da amostra e Ihe foram adicionados 3.375L de leite
desnatado em forma UHT. Foi realizada a sua homogeneizacdo e incubada com

tampa estéril em uma estufa com 37°C por 18h.

Enriguecimento seletivo

Apoés o periodo de incubamento, foram transferidos 0,1ml para 10ml do caldo
Rappaport-Vassilidis Soja (RVS) e 1ml para 10ml do Caldo Tetrationato Muller
Kauffmann Novobiocina (MKTTn), onde foram incubados respectivamente em 41,5°C
por 24h para o caldo RVS e 37°C por 24h para o caldo MKTTn.

Plagueamento seletivo

A partir dos caldos seletivos de enriguecimento, repicou-se sobre a superficie
previamente seca de placas de Petri com o meio solido seletivo Agar Xylose Lysine
Deoxycholate (XLD) e o Agar Mannitol Lysina Crystal Violet Brilliant Green (MLCB),
estriando de forma a se obter colénias isoladas com o auxilio de alca bacteriol6gica
com volume de 10 pL. Foram obtidas uma placa para cada meio de cultura de escolha,
uma originaria do Caldo RVS e outra do Caldo MKTTn. Posteriormente, as placas

foram invertidas e incubadas em uma estufa de 37°C por 24h.

As metodologias adotadas para as analises foram selecionadas com o intuito
de garantir que os resultados fossem os mais veridicos possiveis, afim de garantir
insumos de alta qualidade para o mercado consumidor. Para a representacdo dos
resultados foram utilizadas tabelas e graficos feitos em planilhas no Microsoft Excel,

sendo dessa forma vista como melhor representatividade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, foi possivel a verificagdo do processo de esterilizacdo que se
mostrou capaz de garantir produtos de acordo com a legislacdo, porém, nao se
assegura que nao ocorrera uma contaminagao durante o término do processo de sua
fabricagdo, pois o insumo ainda continua sendo transportado para outros

equipamentos.

Com as analises foi se possivel perceber um alto nimero de bactérias e de
mofo e leveduras na amostra do nibs cru, 0 que era de se esperar por ser um insumo
gue ndo passou por nenhum processo de esterilizacdo, logo possui um alto indice de
bactérias provenientes de seu processo fermentativo. Na amostra do reator, segunda
fase do processamento também alcancou resultados como o esperado, tendo uma

gueda brusca na quantidade de microrganismos.

Os resultados encontrados neste trabalho ndo estdo de acordo com os
resultados de Penido et al. (2021) que, ao realizar uma andlise microbiolégica na fase
apos a torragem, apresentou o crescimento de Bolores, Leveduras e bactérias
mesaofilas que, embora em quantidades baixas, indica condi¢des inadequadas durante
0 processo (Penildo et al., 2021). Apesar deste fato, ndo implica para a
comercializacdo e uso desse produto, pois se enquadra com 0s requisitos exigidos

pelas regulamentacdes da industria de alimentos (ANVISA, 2022).

Por outro lado, Dias et al. (2021) demonstrou que pode haver grande risco de
contaminagcdo quando ndo realizada a Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) em alimentos. Esse sistema que propde medidas preventivas para
intermediar possiveis contaminacdes que possam ocorrer em alguma parte do
processo, identificando possiveis pontos e perigos durante o processo industrial

adotando medidas preventivas garantir a qualidade do produto (Dias et al., 2021).

Os resultados para contagem total foram registrados, na qual obteve-se 2,2 x
10% ufc/g para amostra do nibs antes da esterilizagdo. Apdés o processo de
esterilizacdo <10 ufc/g. Esse declinio € proveniente das altas fontes de calor que
proporcionaram a redu¢do no numero de microrganismos. Ja para os resultados da
andlise de mofo e leveduras a primeira amostra apresentou 1,3 x 10* ufc/g, enquanto

apos passagem reator <10 ufc/g. As colénias encontradas possuiam coloracéo branca
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nas bordas com centro esverdeado e amarelo, lembrando a um aspecto rugoso, logo
foi possivel caracterizar o Penicillium. No entanto, com tal resultado surge um dilema,
pois esse tipo de fungo tem como caracteristica a dispersao de esporos quando em

contato com altas temperaturas.

Essa mesma situag&o foi verificada por T.Eijlander, Robyn et al. (2021), no
produto do pd de cacau. No entanto, seus resultados evidenciaram o crescimento
predominante de Bacillus spp., uma cepa pertencente a espécie termofilica, capaz de
produzir esporos. Também foram encontradas colbnias de Staphylococcus spp e
Micrococcus luteus ndo formadoras de esporos. Isso demonstra que mais estudos
precisam ser realizados para compreender a dinamica desses fungos em
processamentos tdo relevantes, pois sdo fundamentais para a fermentacéo no estagio

inicial da formacéo do nibs de cacau (Lopez, Cleméncia; Ospina, Johannes, 2021).

Para a Salmonella foi realizada uma analise qualitativa, onde apresentou-se
como resultado para as duas amostras a auséncia desse patdégeno, dessa forma néo
foi necessario seguir com o0s testes bioquimicos, ja que ndo cresceram colbnias
caracteristicas. E de suma importancia a sua analise, logo que é uma espécie de
bactéria mais conhecida pela sua patogenicidade, ja que possuem uma alta taxa de
mortalidade. E um componente da familia Enterobacteriaceae possuindo como
caracteristicas a presenca de flagelos, sdo anaerobios facultativos, gram-negativos e
possuem bacilos ndo formadores de esporos (Lustosa et al., 2021). A sua transmissao
ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados com o patdgeno, na qual os animais

transmitem através de suas fezes (Brasil, 2021).

Em alguns estudos sobre a Salmonella, Rao, Maria e Tamber, Sandeep (2021)
demonstram que esta diretamente ligada a condi¢cdes de higiene. Essa cepa pertence
a familia Enterobacteriaceae, sendo indicativa para essa questdo. Outro fato € que,
para se desenvolver, é necesséario que o alimento possua atividade de agua e pH na
faixa para o crescimento microbiano. Nesse trabalho, foi exposto o caso que ocorreu
no Canadéa ocasionando um surto de salmonelose, na qual os doentes ingeriram mini
eclairs de chocolate congelados. A principal suspeita é de que algum dos
componentes no momento de sua fabricagdo, devia estar contaminado (Rao, Maria;
Tamber, Sandeep, 2021).

Outra pesquisa descrita por Pata et al. (2024) verificou trés casos de surtos de
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Salmonelose em chocolate, ocorridos em décadas diferentes. Os fatores para a sua
propagacao incluem o baixo teor de agua e gordura, 0 uso de altas temperaturas para
a eliminacdo dessa cepa e a insisténcia na producédo do chocolate por mais de um
ano. Esses precedentes sdo essenciais para a contaminagcdo desse patdgeno, sendo
necessarias medidas para prevenir 0s surtos que podem ocorrer (Pata et al., 2024).
Abaixo, a figura 2 representa o grafico referente a comparacdo de todos esses

resultados mencionados neste artigo.

2,5

1,5

0,5

Nibs Cru Reator

Contagem de bactérias Mofo e Leveduras Salmonella

Figura 2: Comparacdo de resultados. Na figura, h& dois itens determinantes
para o resultado, sendo o Nibs Cru e o reator, que se encontram préximos ao eixo 0.
A contagem para bactérias esta representada pela cor verde e posicionada de forma
decrescente, indicando o resultado <10 ufc/g. Da mesma forma, segue o resultado
para mofo e leveduras representada pela cor azul. Ja para o resultado de Salmonella,
foi representada pela cor amarela, permanecendo no mesmo eixo e indicando o

resultado negativo.

4. CONCLUSAO

Com este trabalho averigou-se a quantificacdo microbiana nas diferentes
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etapas da produgdo do cacau em uma induastria localizada na regido sul da Bahia
constando se ocorre a esterilizagdo do cacau em seu processo produtivo. Os
resultados obtidos apos o processo de esterilizacdo estdo de acordo com o Ministério

da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

Logo, temos no estudo a comprovacéao de que existe contaminagao no processo
fermentativo antes de passar para as proximas fases na fabricacdo do produto, visto
a necessidade de processar em altas temperaturas para garantir a esterilizagao do
nibs de cacau, assim, evitando a perca do insumo, bem como a garantia de produtos

de qualidade. Visto isso, € importante a implementacdo de medidas para evitar a

contaminag&o que podem ocorrer até o final do processo, medidas estas:

e A adocéo de investigacfes microbiologicas rigorosas e regulares durante as fases
de pré e poOs-processamento do cacau é essencial para controlar e prevenir a
contaminagdo microbiana, garantindo a qualidade e seguranca dos produtos de
cacau.

e A implementacdo de boas praticas de fabricagdo (BPF) em todas as etapas do
processo de producdo de cacau pode reduzir significativamente os riscos de
contaminacao microbiana e, consequentemente, melhorar a qualidade e seguranca
dos produtos derivados do cacau.

e A rastreabilidade eficaz, que permite o monitoramento detalhado das informacgdes
do produto desde as fazendas até a industria, desempenha um papel fundamental
na prevencgado da contaminagao microbiana e na garantia de que os produtos de
cacau atendem aos padrdes de qualidade estabelecidos.

e A colaboracédo entre fazendeiros, investidores, instituicbes reguladoras e outras
partes interessadas € fundamental para criar um sistema de controle de
contaminagdo microbiana abrangente e eficaz, melhorando a qualidade e a

seguranca dos produtos de cacau.
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