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RESUMO
Atendendo ao mercado de chocolates finos, artesanais e agroecologicos

surgem empresas denominadas bean to bar, com controle total sobre a cadeia
produtiva, estabelecendo niveis criteriosos para compra de cacau. A principal
etapa para formacdo de sabores € a fermentacdo, que ocorre de forma
espontanea através dos microrganismos do ambiente, do fruto, do cocho e dos
utensilios. Nestas condi¢Bes, os objetivos do projeto foram identificar os
microrganismos presentes na fermentagao de diferentes terroirs dos estados do
Para, Bahia e Amazonas. Além de avaliar a ocorréncia de aflatoxinas nos
chocolates bean to bar do comércio. Foram coletas 46 amostras de cacau em
diferentes estagios: fruto do pé, da fermentacéo e da secagem nos estados da
Bahia e Para e 94 amostras de chocolates bean to bar do comércio. A contagem
total de bolores e leveduras foi realizada por plaqueamento direto no meio agar
DG18. A contagem total de bactérias lacticas e acéticas foi realizada no meio
MRS e PDA acidificado, respectivamente. As aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 foram
extraidas e a limpeza foi realizada em coluna de imunoafinidade especifica. A
deteccédo foi feita em um cromatografo liquido de alta eficiéncia (HLPC). O
namero de colbnias fungicas isoladas foi de 421, sendo a maior
representatividade no processo priméario de producdo. As espécies de maior
ocorréncia foram: Absidia corymbifera, Byssochlamys sp., Penicillium roquefort,
Aspergillus section Aspergillus, Aspergillus flavus e leveduras. Durante a
fermentacdo das améndoas da cidade de Mocajuba-PA, a contagem de
bactérias lacticas, acéticas e leveduras variou de 2,1 x 10° a 3,0 x 10%; 3,0 x 10°
a <10 e 7,3 x 10° a <10 durante os 5 dias de fermentagédo, respectivamente. A
presenca de bolores s6 ocorreu no primeiro dia com contagem de 2,0 x 102. J&a
na fermentacdo das améndoas da cidade de Arataca-BA a contagem de
bactérias lacticas, acéticas e leveduras variou de 6,2 x 10°a 5,8 x 102, 16,7 x 10°
alx 10?2 e 12x 10° a 4 x 102 nos 5 dias de fermentacéo, respectivamente. A
presenca de bolores s6 ocorreu no primeiro dia com contagem de 4,9 x 102. As
amostras de chocolate bean to bar do mercado apresentaram niveis de
aflatoxinas dentro do valor permitido. Foi constatado que quanto maior o teor de

cacau no chocolate, maior € a contaminagao por aflatoxinas.

Palavras chave: Cacau; bean to bar; microbiota; aflatoxinas.
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ABSTRACT
Attending the market of fine, artisanal and agroecological chocolates,

some companies called “bean to bar” have appeared, with total control over the
production chain, establishing careful criteria for purchasing cocoa beans. The
main stage for the formation of flavors is fermentation, which occurs
spontaneously through microorganisms from the environment, cocoa fruits and
trough the utensils. Under these conditions, the objectives of the present project
were to identify the microorganisms present in the fermentation of different
terroirs from the states of Para, Bahia and Amazonas. Besides that, the project
analyzed 94 samples of bean to bar chocolate from the market. Forty-four
samples of different stages of cocoa were collected: fresh fruits from tree, at
fermentation and at drying in the states of Bahia and Para were collected. The
total count of molds and yeasts was performed by direct plating on DG18 agar
medium. The total count of lactic and acetic bacteria was performed on MRS and
acidified PDA medium, respectively. The aflatoxins B1, B2, G1 and G2 was
extracted and cleaned up through specific immunoaffinity column. The detection
was performed on a high-performance liquid chromatograph (HLPC). The
number of isolated fungal colonies was 421, with the highest representation at
the primary production process. The most frequent species were: Absidia
corymbifera, Byssochlamys sp., Penicilium roquefort, Aspergillus section
Aspergillus, Aspergillus flavus and yeasts. During the bean fermentation in
Mocajuba-PA city, the count of lactic acid bacteria, acetic acid bacteria and
yeasts ranged from 2.1 x 10°to 3.0 x 10%; 3.0 x 10° to <10 and 7.3 x 10° to <10
during the 5 days of fermentation, respectively. The presence of molds only
occurred on the first day with a count of 2.0 x 102. In the bean fermentation in
Arataca-BA city, the count of lactic acid bacteria, acetic acid bacteria and yeasts
ranged from 6.2 x 10°to 5.8 x 102, 16.7 x 10°to 1.0 x 10%? and 12 x 10°to 4 x 102
during the 5 days of fermentation, respectively. The presence of mold only
occurred on the first day with a count of 4.9 x 102, Samples of bean to bar
chocolate on the market showed levels of aflatoxins within the permitted value. It
was found that the higher the cocoa content in chocolate, the greater the

contamination by aflatoxins.

Keywords: Cocoa; bean to bar; microbiota; aflatoxins.
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1. INTRODUCAO GERAL

Tendo em vista a crescente busca pela saudabilidade dos alimentos e a
preocupacdo com a sustentabilidade, a populagéo esta buscando cada dia mais
rotulos limpos e empresas com comércio justo. Foi assim que se deu inicio a
uma nova cadeia produtiva artesanal de chocolates, denominada “bean to bar”

(da améndoa a barra), com apelo de ser mais saudavel e sustentavel.

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma arvore de clima tropical e de
pequeno porte, podendo atingir até 8 metros de altura (Figura 1). Produz de 10

a 60 frutos por ano, variando de acordo com o tipo de cultivo, solo e clima.

Figura 1. O cacaueiro — Fonte: préprio autor

Atualmente a Africa é a maior produtora de cacau do mundo com 76,3% da
producédo, seguido da América com 17,4% e Oceania e Asia com 6,3%. Na
escala de produtividade por pais, o Brasil se encontra na 7° posicdo, produzindo
cerca de 255.184 T (FAOSTAT (2020). Hoje em dia apenas trés estados
possuem significativa producédo de cacau no Brasil. O principal deles é o Para,

seguido da Bahia e do Espirito santo.



O cacau, € de suma importancia econdmico-social e dentre seus derivados o
produto mais comercializado € o chocolate. Visando a producéo deste, alguns
processos pés-colheita sdo essenciais para qualidade do produto final. Sendo
gue uma das etapas mais criticas deste processo € a fermentacdo, que ocorre
de forma espontanea ainda nas fazendas (COPETTI, 2009).

Os microrganismos presentes no ambiente, no fruto e nos utensilios,
implicam diretamente na qualidade da fermentag&o e por sua vez no chocolate.
Alguns estudos apontam diferencas sensoriais nas améndoas de acordo com o
terroir (SANTOS et al., 2012). Visto que a fermentacéo € a etapa mais critica e
gue a mesma sO ocorre na presenca de determinados microrganismos, O
presente estudo visa analisar amostras de trés estados brasileiros, Bahia, Para
e Amazonas, além de verificar a ocorréncia de aflatoxinas em amostras do

comeércio.

2. OBJETIVOS

« Analisar e comparar a microbiota autéctone do cacau durante a fermentacao

e secagem de duas regides produtoras de cacau, Bahia e Parg;

« Analisar fungos e aflatoxinas em améndoas de trés estados, Bahia, Paré e

Amazonas;

« Processar as améndoas de cacau ap0s a fermentacdo e secagem para

producédo de chocolate;

« Verificar a ocorréncia de aflatoxinas em chocolate bean to bar vendidos

comercialmente;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 O CACAUEIRO

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma arvore perenefdlia, que da
origem ao fruto chamado cacau. E nativo de florestas imidas da América Tropical
e cresce nas sombras de outras arvores. Cada fruto da em meédia 30-40
sementes, recobertas por uma polpa branca de mucilagem, rica em glicose,
frutose e sacarose, apresentando alto teor de acido citrico, além de possuir
acidos organicos, acido acético e acido lactico. Essas sementes dardo origem
futuramente as améndoas de cacau, onde sua polpa sera fermentada por
microrganismos, e ap6s a morte do gérmen sera seca e transformada em
améndoas que dardo origem ao chocolate (BATISTA, 2008).

Existem trés variedades de cacau, Criollo, Forasteiro e Trinitario (hibrido
das anteriores), sendo que esses diferem em formato, produtividade e
caracteristicas fisico-quimicas (Figura 2). O Criollo € raro e possui baixa
produtividade, suas sementes ndo possuem antocianinas, portanto apresentam
coloracdo branca, no entanto essa variedade € muito aromatica e de répida
fermentacao (48h-72h), sendo destinado a producéo de chocolates finos. Ja o
Forasteiro é o mais produtivo, correspondendo a cerca de 70% da producao
mundial, todavia € pouco aromatico e necessita de cerca de 168h para
fermentacao. O Trinitario por ser um hibrido € mais resistente a pragas e também
possui aromas florais e frutados (ALVAREZ, 2017).

FORASTERO CRIOLLO TRINITARIO

Figura 2. Variedades de cacau (FRALIA, 2020)



3.1.1 O FRUTO CACAU

O cacau é economicamente relevante pois suas améndoas dao origem ao
chocolate, produto mundialmente consumido. O Brasil se encontra como sétimo
maior produtor de cacau do mundo (4,6%), ficando atras da Costa do Marfim
com (39%), Gana (14,5%), Indonésia (14%), Nigéria (6,3%), Equador (5,1%) e
Camaroes (5%). Totalizando 5,6 milhdes de toneladas no ano de 2019, segundo
dados da FAOSTAT (2020). Sendo que o Brasil ja ocupou a posi¢cédo de maior
produtor de cacau do mundo. No entanto a producdo de cacau foi dizimada em
1989 na Bahia, por uma doenca chamada vassoura-de-bruxa, causada pelo
fungo Moniliophthora perniciosa. Causando a perda de 90% da produgéo de
cacau do Brasil, jA que os frutos uma vez infectados entram em estado de

apodrecimento, deformacéo e empedramento dos frutos.

A producédo de cacau brasileira se concentra principalmente na Bahia e
no Para, representando 90% da producdo nacional (AIPC, 2022). O cacau
brasileiro possui forte apelo sustentavel e historico, devido parte da producéo ser
agroflorestal, preservando biomas como a Mata Atlantica e a Amazénia. De
acordo com a Associagdo Brasileira da Industria de Chocolates, Amendoim e
Balas (ABICAB), existem varios tipos de améndoas de cacau no Brasil, sendo
diferenciados ndo s pela variacdo da espécie, como também pela regido
produzida e pela qualidade empregada no processo. Refletindo em dois tipos de
cacau: o cacau industrial comodity, chamado de bulk e o cacau fino, destinado

normalmente a producdes artesanais.

3.1.2 CARACTERIZACAO DAS AMENDOAS

A principal distin¢céo entre o cacau bulk e o fino ndo se deve pela espécie ou
cultivar. Mas sim pelo processo empregado na fase primaria de producéo,
realizada ainda nas fazendas. O cacau bulk ou ordinario ndo possui colheita
seletiva, sendo assim os frutos verdes, deteriorados ou infectados por fungos

sao utilizados na producao (Figura 3). Além disso, a fermentacdo na maioria das



vezes que é a principal etapa para producao de sabor e aroma, néo € realizada
de forma adequada. Desta forma, o cacau perde as suas caracteristicas
sensoriais especiais, e mantem apenas os off flavours. Nesse caso, 0 cacau
precisa passar por processos de torra mais bruscos, a fim de mascarar os
defeitos, além de se utilizar alto teor de acUcar e aromatizantes para corrigir e

padronizar essas imperfeicdes.

Figura 3. Cacau bulk (Fonte: Préprio autor)

Ja o cacau fino prove de améndoas selecionas desde o inicio da colheita,
descartando os frutos infectados e colhendo somente os frutos em estagio de
maturacdo adequados (Figura 4). Esses frutos passam pela principal etapa
formadora dos flavours, a fermentac&o. E nela que todo o potencial da variagio
genética e torroir do cacau sera ressaltado em caracteristicas sensoriais Unicas.

Figura 4. Cacau fino (Fonte: préprio autor)
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3.1.3 COMPOSICAO DO FRUTO MADURO

O cacau, fruto do cacaueiro, possui de 15 a 30 centimetros. Possui um
formato oval e se forma nos troncos do cacaueiro. Possui de 30 a 40 sementes,
envoltas em uma polpa mucilaginosa (Figura 5). Os cotilédones apresentam cor
violacea, devido a presenca de antocianinas. A polpa é rica em acucares,

apresenta cerca de 10 a 15% de sacarose, frutose e glicose.

Possui viscosidade elevada devido ao alto teor de pectina. Além de ser
acida, ja que seu pH gira em torno de 3 a 4, devido ao alto teor de acido citrico.
Com o decorrer do processo de fermentacao a polpa vai sendo degrada e perde
0 seu liquido, e o cotiléedone comeca a adquirir uma cor marrom devido aos
processos bioquimicos. A partir desse momento iniciam-se as reacdes

essenciais para formacéo do sabor e aroma da améndoa (Ferréo, 2002).

Figura 5. Sementes e polpa do cacau (Fonte: proprio autor)

3.1.4 DEFINICAO DO FRUTO E PRODUTOS

Cacau: E o fruto do cacaueiro, que se desenvolve nos troncos e possui
formato alongado. Sua coloragcao varia de verde a roxo ao amarelo e laranja,
variando conforme a variedade, possui de 30 a 40 sementes, envolvidas por uma

mucilagem branca, chamada de polpa (ALMEIDA, 2018).



Polpa de cacau: Mucilagem branca que envolve as sementes e cacau.
Rica em carboidratos e acUcares. Servem como substrato para o0s

microrganismos, cruciais para o processo de fermentagao (ALMEIDA, 2018).

Semente de cacau: Possui formato ovalado de 3 a 5 centimetros, diferindo
conforme a variedade. Dispde de dois cotilédones, gérmen e testa, pelicula fina

gue reveste a semente (CRUZ, 2012).

Améndoa de cacau: ApoOs a fermentacdo a semente perde sua capacidade
de germinacdo. Com a morte do embrido a semente passa a ser chamada de
améndoa (SILVA, 2013).

Nibs de cacau: Améndoa fragmentada, sem a testa. Utilizada como principal
produto para producao do chocolate (COPETTI, 2009).

Manteiga de cacau: Fracéo oleica da améndoa de cacau, representando 50%
da composicdo total. E obtida através da prensagem hidraulica, processo

realizado industrialmente. Pode ser desodorizada e clarificada (CRUZ, 2012).

3.1.5 TERROIR

A palavra “terroir” € de origem francesa e carrega um significado multiplo,
representando a interacdo do meio em que um produto € produzido. Sendo
associado ao conjunto de caracteristicas do ambiente, como o solo, clima,
vegetacdo e relevo do local. Além da tradicdo de produzir um determinado
produto, utilizando uma habilidade especifica e conhecimento empirico de um

povo empregado na confeccéo e producdo (CROS & JEANJEAN, 1989).

Esse conjunto de fatores definem um produto especifico que passa a ter
uma Identificacdo Geogréfica (IG), que seria o local de origem do produto, no
qual se atribui uma identidade prépria e por vez o “terroir’, se distinguindo dos
produtos do mercado. Exemplos de IG com identidade local sdo o Queijo
Roquefort, Champagne, Vinho Verde entre outros. Esses produtos sé podem ser

produzidos em uma determinada regido, pois os fatores climéaticos e modo de



producdo devem ser preservados, pois, eles impactam diretamente no sabor e

caracteristicas sensoriais dos alimentos (LOCATELLI, 2007).

No caso do cacau fino, cada produtor de uma determinada regidao emprega
um processo de colheita, fermentacao e secagem. Os microrganismos presentes
em cada ambiente sé@o diferentes entre as localidades, interferindo diretamente
na fermentagcdo. Existem também os fatores fisicos como tipo de variedade
genética, espécie, exposicao ao sol, vegetacao local, ou se a origem € uma
plantacdo ou se o cacau é coletado de forma extrativista na mata. Esse conjunto
de fatores gera nas améndoas de cacau caracteristicas Unicas, que serao
distintas entre cada localidade produtora (AFOAKWA, et al., 2008).

3.2 PROCESSAMENTO PRIMARIO

O processamento primario se da pelas etapas de processamento realizadas

em campo. Sendo assim €& o agricultor que se encarrega desse processo,

colhendo e processando o cacau até se tornar uma améndoa fermentada e seca.

3.2.1 Colheita e abertura dos frutos

A colheita deve ser realizada com o auxilio de ferramentas chamadas
poddes, somente quando os frutos estiverem maduros, pois somente esses tém
quantidade suficiente de acucar fermentavel em sua polpa (Figura 6). A
maturacdo depende de cada variedade e estacéo, ficando a critério do produtor

determinar o grau de maturagéo padrao para coleta.



Figura 6. Colheita dos frutos (Fonte: préprio autor)

A colheita do cacau fino € realizada manualmente afim de coletar somente
os frutos maduros, ndo havendo mistura de frutos ainda verdes, que causam
adstringéncia e amargor indesejado ao chocolate, prejudicando a fermentacéo.
Os frutos sé@o abertos manualmente com o auxilio de facGes ainda na plantagéo
(Figura 7). A placenta contendo a polpa e as sementes € retirada com as maos,
e na maioria das vezes acondicionada sobre folhas de bananeira no solo. Apés
a colheita, a abertura dos frutos ndo deve exceder 24 horas, ja que o fruto entra

em processo de deterioracdo, prejudicando a fermentagéo (SILVA, 2018).

Figura 7. Abertura das améndoas
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3.2.2 Fermentacéo

No mercado do cacau as améndoas séo classificadas em dois tipos, bulk
ou comum e “flavor” ou fino. As améndoas classificadas como bulk sdo derivadas
a partir do cacau commodity, geralmente da variedade Forasteiro ou produto de
uma fermentacao incorreta ou incompleta, ndo ocorrendo o desenvolvimento de
aroma e sabor. O cacau tipo bulk € amplamente utilizado para a elaboracéo do
chocolate industrial, pois além de ser barato, este ndo necessita dos aromas

finos, ja que havera adicao de outros insumos.

J& o cacau tipo flavor normalmente vem das variedades Criollo e Trinitario
ou qualquer variedade, desde que as améndoas sejam bem fermentadas,
desenvolvendo assim seus compostos aromaticos e sabor (SILVA, 2013). O
cacau fino possui alto valor agregado, ja que esses podem apresentar
compostos florais, notas citricas, de tabaco e outras, sendo destinado a

producédo de chocolate fino ou gourmet.

Seguindo essa classificacdo a fermentacdo € a etapa mais importante
para obtencdo de um cacau fino, € nela que os compostos precursores de aroma
sdo formados e tornam o cacau especial. A fermentacdo € um processo de
sucessdo microbiolégica espontanea, associada com fungos, leveduras,
bactérias &cido lacticas e bactérias acéticas. Esses microrganismos sao
provenientes ndo somente da casca do fruto, mas dos utensilios, maos dos

coletores, do cocho de fermentacéo, do solo e do ar (ARDHANA, 2003).

A polpa dos frutos € levada ap6s a colheita para cochos de fermentacéo
de madeiras ou podem ser fermentadas em pilhas sobre folhas de bananeira,
sendo que o ultimo método ndo € muito interessante, ja que a fermentacéo
ocorre de forma desigual. As améndoas séao revolvidas e cobertas com folhas de
bananeira ou sacos de juta, que evitam o ressecamento da camada superficial e

retém o calor da massa de cacau.

A fermentacdo espontanea dura de 4 a 7 dias dependendo da variedade
do cacau e das condi¢cdes de processamento. Os cochos de fermentacdo

possuem furos por onde escoam o sumo da polpa degradado do cacau, esse,
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pode ser utilizado para fabricacdo de geleias, doces, sucos e outros (Figura 8).
A fermentacéo é dividida em duas fases, a biologica e a quimica, a bioldgica
consiste na degradacdo da polpa através da atividade microbiana e a segunda

ocorre transformacdes dos acidos e alcoois, gerando os off-flavors.

Figura 8. Cocho de fermentagéo vazio (fonte: proprio autor)

Devido ao alto teor de acucares na polpa, o baixo pH 3,5-3,6 por conta
do &cido citrico e a escassez de oxigénio pela sobreposi¢cdo das sementes, a
primeira fermentacdo das sementes é anaerdbica, sendo que 0s primeiros
microrganismos a surgirem sdo as leveduras. Através da fermentacdo, as
leveduras convertem os carboidratos em etanol, diminuindo os acUcares
fermentaveis. Sucede-se entdo a fermentacdo das bactérias acido lacticas que
também fermentam esses acUcares produzindo acido latico, elevando

ligeiramente o pH e a temperatura (COPETTI, 2009).

As leveduras e as bactérias acido laticas desempenham um importante
papel na degradacgéo da polpa, por meio da secrecdo de enzimas pectinoliticas,
sendo que nessa etapa também € possivel encontrar fungos filamentosos. A
proxima etapa envolve o revolvimento das améndoas no cocho de fermentacéo,
onde o material é aerado (Figura 9). Iniciando-se a fermentacdo aerdbica, que
favorece a sucessédo de bactérias acéticas, promovendo a oxidagao do etanol e
consecutivamente produzindo uma reacdo exotérmica, elevando a temperatura
para 45°-50°C (SILVA, 2007).
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Figura 9. Revolvimento do cacau (Fonte: proprio autor)

Com o aumento da temperatura sao produzidos acidos organicos (acidos
oxalico, fosforico, succinico e malico) que migram para a parte interna das
sementes. H4 também a produc¢éo de metabolitos secundarios que daréo origem
ao sabor e aroma do chocolate (ALMEIDA, 2018). Com a producao de &cidos
organicos, etanol e a elevada temperatura o embrido morre e a semente agora
passa-se a chamar améndoa (Figura 10). Ap6s a inativacdo das células
vegetativas surgem bactérias formadoras de esporos, que apresentam alta

atividade enzimatica e contribuem para formacao de off flavors (SILVA, 2007).

Figura 10. Cocho com améndoas (Fonte: préprio autor)
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Estudos apontam diferengas sensoriais de acordo com o terroir de cada
améndoa, influenciadas ndo somente pela genética ou variedade, mas
principalmente pelos diferentes microrganismos presentes em cada regido
(MOREIRA; MIGUEL; DUARTE; DIAS; SCHWAN, 2013).

3.2.3 PROVA DE CORTE DURANTE A FERMENTACAO

E a principal metodologia para avaliar a fermentacdo das améndoas de
cacau, tanto no cocho como nas améndoas ja secas. O teste além de avaliar a
gualidade também serve como indicador do grau de fermentacédo. Geralmente
cada produtor estabelece um indicador de acordo com a coloragao do centro da

améndoa.

Para avaliagdo das améndoas durante o processo de fermentagéo, basta
efetuar uma pequena amostragem de améndoas em diferentes locais do cocho
de fermentacao, e realizar um corte longitudinal com auxilio de uma faca (Figura
11). Com o passar dos dias a semente comeca a fermentar e perder a coloracao
violacea. Com a morte do embrido ela passa a se chamar améndoa e sua cor
vai ficando cada vez mais marrom, indicando que a fermentacdo esta sendo
realmente efetivada. Por se tratar de uma analise visual, € necesséario um
especialista ou a implementacdo de alguma tonalidade como padrdao. Com o
decorrer da fermentacdo a analise é realizada dia a dia, a fim de mensurar o grau
de fermentacdo. E necessario cessar a fermentagdo quando os sulcos da
améndoa estdo bem abertos e aparentes, além de apresentar uma cor marrom

uniforme.

Figura 11. Prova de corte (Fonte: proprio autor)
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3.2.4 SECAGEM

No geral existem dois tipos de secagem, a secagem artificial e a secagem
natural ao sol, mais comumente utilizada, seja pelo menor custo, requerer
apenas luz solar, além de ser mais simples e eficaz. Na secagem natural as
améndoas sao transferidas para plataformas de cimento ou madeira, com teto
moével chamadas de barcagas, dispostas em camadas de até 5 cm. As améndoas
ficam expostas ao sol de 7 a 14 dias, dependendo da intensidade da luz solar
(Figura 12). Devem ser realizados revolvimentos constantes com o auxilio de um
rodo de madeira, a fim de distribuir uniformemente o calor e ndo gerar grumos.
Ao anoitecer e em dias de chuva, o teto movel da barcaca é acionado,
protegendo as améndoas do contato com a umidade. Sendo que a faixa de

temperatura ideal para secagem deve ser de 35 a 40°C (Silva, 2007).

Figura 12. Barcacas de madeira sobre o rio (Fonte: préprio autor)

A secagem natural também pode ser realizada em estufas (Figura 13).
Ambas além de serem mais verséateis, contribuem para a qualidade das
améndoas, tanto em sabor quanto em acidez, ja que o processo lento contribui
para uma maior volatilizagédo do acido aceético, além de contribuir com as reacoes
de oxidacdo e o escurecimento dos cotilédones, resultando na cor e odor
caracteristicos.
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Figura 13. Estufas para secagem (Fonte: préprio autor)

No entanto o principal objetivo no processo de secagem € a reducao da
umidade e atividade de agua, ja que niveis baixos de ambos os fatores garantem
maior conservacao das améndoas e retardam a proliferacdo de fungos. Quanto
mais lenta for a secagem menor sera a atividade de 4gua, uma vez que numa
secagem rapida apenas uma camada superficial da améndoa € seca, perdendo
a permeabilidade do interior da améndoa e dificultando assim o processo se

secagem.

A umidade final deve ser reduzida de 60% para em torno de 7%,
garantindo maior seguranca e qualidade do cacau, sendo que se a améndoa for

seca demasiadamente se tornara quebradica (BASTOS, 2013).

A secagem artificial é realizada por sopradores de ar quente, que
contribuem para uma secagem mais rapida. No entanto ela ndo forma tantos
precursores de sabor, além de dificultar a remocao da umidade e diminuigédo da
atividade de &gua, visto que sua velocidade de secagem é muito rapida e reduz

a permeabilidade da améndoa.
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3.2.5 PROVA DE CORTE POS SECAGEM

A segunda prova de corte é realizada para verificar a qualidade das
améndoas pés processamento primario. Nessa analise uma amostragem de 100
améndoas é disposta em uma tabua de corte, cortadas longitudinalmente com
uma faca. Elas serdo inspecionadas visualmente uma a uma, utilizando um
padrdo de cor previamente definido. Além da qualidade, o teste agora visa
mensurar a quantidade de améndoas fora do padrédo, se estéao infectadas com

fungos, germinadas, achatadas ou contaminadas por pragas.

E estabelecido na INSTRUCAO NORMATIVA Ne 38, DE 23 DE JUNHO
DE 2008 o padrdao de classificacdo oficial, para determinar a qualidade e
sanidade das améndoas. A classificacdo avalia e cataloga as améndoas em trés
tipos, 1, 2, 3 e fora do tipo de acordo com a Tabela 1. Defeitos em améndoas de
cacau. Sendo elas de acordo com o0s percentuais de tolerancia como, mofo,

améndoas ardosias, achatadas, com odor de fumaca e infestada por pragas.

TABELA 1. Defeitos em améndoas de cacau

Enquadramento Defeitos
do Produto Mofadas Fumaga Danificadas Ardosia Germinadas Achatadas
por insetos

Tipo 1 De zero Dezero Dezeroaté Dezero Dezeroaté @ De zero
até até 4,0% até 5,0% até 5,0%
4,0% 1,0% 5,0%

Tipo 2 Acima Acima Acima de Acima | Acimade Acima de
de 4,0% de1l,0% 4,0% até de 5,0% 5,0% ate 5,0% ate
até até 6,0% até 6,0% 6,0%
6,0% 4,0% 10,0%

Tipo 3 Acima Acima Acima de Acima | Acimade Acima de
de 6,0% de 4,0% 6,0% até de 6,0% até 6,0% até
até até 8,0% 10,0%  7,0% 7,0%
12,0% 6,0% até

15,0%

Fora de Tipo Acima Acima Acima de Acima  Acima de Acima de
de de 8,0% de 7,0% 7,0%
12,0% 6,0% 15,0%
até
25,0%
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Para o processamento bean to bar, a avaliacdo se torna muito mais
rigorosa. Somando, todos os defeitos que ndo podem ultrapassar de 10%. Além
de que na préxima etapa sera realizada uma sele¢cdo manual, para que todas as
améndoas achatadas ou germinadas sejam retiradas, diminuindo ainda mais o
percentual de defeitos do lote. Estes parametros sdo definidos pelos proprios
produtores, sendo 10% uma deliberacdo conjunta de comum acordo entre 0s

produtores.

3.3 BEAN TO BAR (Da améndoa a barra)

O movimento bean to bar (da améndoa a barra) surgiu nos anos 2000 em
Sao Francisco nos Estados Unidos, cidade ber¢co das novas tendéncias,
marcada pelo desperdicio zero, consumo de organicos e alimentos artesanais.
Os chocolateiros da cidade decidiram desenvolver processos artesanais de
producéo, devido a falta de conhecimento das procedéncias das améndoas ou
dos chocolates que utilizavam, bem como do processo e os insumos. Neste
processo bean to bar € importante conhecer a qualidade da matéria prima, os
rétulos limpos, trabalhar com pequenos lotes, com alto teor de cacau e € preciso

ter um contato direto com o produtor e saber o processamento primario.

S&o empresas que se preocupam com toda a cadeia do chocolate, desde as
fazendas até a embalagem final. Todas seguem os preceitos do movimento “slow
food”, que preza por alimentos bons, limpos, justos e que acima de tudo
valorizam os pequenos produtores (TAPIE, 2019). Normalmente trabalham com
equipamentos para uma pequena escala de producao, tendo como objetivo

produzir chocolates finos de alta qualidade e valor agregado.
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3.3.1 CARACTERISTICAS

Visando caracteristicas Unicas em seus produtos, essas empresas
buscam pequenos produtores com sistemas mais sustentaveis de producéo. No
Brasil um desses sistemas é o Cabruca, um meio de cultivo agroflorestal de
producdo de cacau, concentrado especialmente na Bahia (Figura 14). E
caracterizado pelo plantio do cacaueiro em meio a vegetacdo da Mata Atlantica,
preservando o ecossistema local e evitando o uso de pesticidas no controle de
pragas (LOBAO, 2007). O terroir de cada origem garante caracteristicas Gnicas
no cacau cultivado, por isso o cacau fino brasileiro é tdo valorizado no mundo,
pois sua legitimidade cultural possui alto valor agregado. Além de ter inUmeras
variedades de cacau nativo, proporcionando notas sensoriais Unicas ao produto
(HECK et al., 2017).

ool

Figura 14. Sistema Cabruca (Fonte: préprio autor)

A producéo bean to bar por se tratar de empresas de pequeno porte e
baixa producao, carece de equipamentos industriais e por consequéncia utiliza
uma forma alternativa de producao de chocolate, diferente das empregadas nos
chocolates industriais. A quebra das améndoas é realizada em moinhos de

guebra para cereais, em seguida é empregado o soprador de cascas e a partir
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dai todo o processamento para obtencdo da massa de chocolate sera realizado

em um equipamento chamado melanger.

3.3.2 EQUIPAMENTOS

O melanger é o equipamento utilizado como fonte alternativa para
producdo de chocolate, se trata de um moinho de pedras de bancada com
rotatividade e aquecimento (60°C). O refino é realizado por duas pedras de
granito cinza natural, que giram em direcOes opostas se atritando com o fundo
do equipamento (mesmo material). Garantindo que as particulas sejam
reduzidas a menos de 20 micrometros, resultando em um produto cremoso e

sem arenosidade (Figura 15).

Figura 15. Melanger (Fonte: Chocolatras, 2021)

O equipamento é responsavel por realizar trés etapas do processo de
fabricacdo do chocolate, sendo que em escala industrial essas etapas seriam
efetuadas em equipamentos distintos. A primeira aplicacdo € no refino dos nibs
(améndoas trituradas sem casca), que sdo diretamente inseridos no
equipamento sem qualquer outro ingrediente até que se forme uma pasta. A
segunda aplicabilidade € na mistura dos ingredientes secos, como o acucar e
leite, sendo adicionados diretamente a pasta de cacau, continuando o refino. Por

altimo é empregado na etapa de conchagem, que consiste em revolver o
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chocolate sob aquecimento (60°C) afim de atribuir brilho, cremosidade e eliminar

acidos indesejados originados na fermentacao.

Geralmente esses equipamentos variam de capacidade desde 2 kg até 5
kg. E um equipamento acessivel, ja que seu custo gira em torno de R$6.000
(seis mil reais), possibilitando a obtengdo de um produto de altissima qualidade

sem o uso de tecnologias de alto custo.

3.4 PROCESSAMENTO SECUNDARIO — CHOCOLATE

Processamento realizado pelo maker, nessa etapa a améndoa de cacau

seca sera transformada em chocolate fino como explicado abaixo.

3.4.1 Selecdo manual das améndoas

Todo o lote de cacau é inspecionado visualmente, as améndoas
defeituosas como achatadas, ardésia, quebradas ou germinadas seréo
selecionadas manualmente e retiradas do lote. Nesta etapa serdo retirados
qualquer corpo estranho ou sujidades, aumentando a seletividade e a qualidade
do produto final, bem como reduzindo a contaminagé&o (Figura 16).

Figura 16. Selecdo manual das améndoas (Fonte: préprio autor)
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3.4.2 Torrefacdo das améndoas

A etapa de torra é de extrema importancia ja que é nela que ocorre o
desenvolvimento dos sabores. As améndoas de cacau possuem compostos
aromaticos volateis, por isso o tempo e a temperatura influenciam no sabor e nas
notas do chocolate. Sendo assim os parametros de torracdo devem ser
empregados conforme o tipo de produto que se deseja obter. Normalmente as
améndoas séo torradas a 150°C por 45 minutos, entretanto quando se deseja
obter um chocolate fino e preservar seus aromas, sdo empregadas temperaturas
em torno de 120°C. Na torracdo podem ser utilizados fornos ou torradores. Além
de ser uma etapa imprescindivel para o desenvolvimento de sabor e coloracdo
caracteristica, é também uma etapa essencial para seguridade do produto, pois
€ nela que acontece a reducdo dos microrganismos deteriorantes, jaA que

normalmente ocorre em temperaturas superiores a 80°C (SILVA, 2013).

A torra pode ser realizada de trés formas, diretamente nas améndoas
inteiras, nos nibs ou no liquor de cacau. Para a producao de chocolate bean to
bar é realizada a torra nas améndoas inteiras, com a finalidade de preservar os
aromas e as notas frutais e florais, além de auxiliar na retirada da casca (testa)

na etapa seguinte.

Além disso a torra tem a finalidade de reduzir os acidos volateis
indesejaveis, como o 4cido acético, valérico, butirico e propiénico. E nessa etapa
onde ocorre a inativagcdo das enzimas lipoliticas, que podem degradar a
manteiga de cacau, causando rancidez. Outro fator importante é a reducéo da
umidade das améndoas de 8% para 2%, evitando a proliferacdo de

microrganismos, principalmente os fungos.

O desenvolvimento de sabor ndo estd somente ligado a essa etapa, sem
uma boa fermentacdo ndo ha o desenvolvimento dos precursores de sabores
gue irdo se manifestar nessa etapa. A torra diminui a acidez do chocolate pela
volatilizacéo parcial do acido acético. A alta temperatura desenvolve a reacao de
Maillard nas améndoas, proporcionado notas de sabores mais pronunciadas.
Além da caramelizacdo dos acucares, degradacédo de proteinas e sintese de
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compostos de enxofre. Desta forma a torra € capaz de potencializar os sabores,

formar novos compostos e minimizar os indesejaveis (COPETTI, 2009).

3.4.3 Quebra das améndoas e separacao da testa

As améndoas de cacau ja torradas sao trituradas em moinhos de rolo ou
cereais, a fim de romper a testa das améndoas e liberar o cotilédone. Apds a
quebra é realizada a separacdo das cascas (testa) por meio de sopradores ou
maquinas especificas. A casca € desprezada e o resultado sdo os chamados
nibs (améndoas sem casca trituradas), utilizado para a fabricacdo de chocolate
(CHOCOLATE ALCHEMY, 2018).

3.4.4 Moagem

Apés a quebra das améndoas os nibs precisam ser triturados para
obtencado do chocolate. A moagem tem como objetivo diminuir o tamanho das
particulas em 25 micrometros ou menos, com a finalidade de gerar cremosidade
e retirar a caracteristica arenosa da massa. Além de extrair o maximo de gordura
possivel, melhorando a viscosidade do chocolate. Industrialmente essa etapa €
realizada num moinho de rolos ou esferas, entretanto na fabricagéo do chocolate
bean to bar é empregada o moinho de pedra Melanger (CHOCOLATE
ALCHEMY, 2018).

3.4.5 Mistura e refino

Sao adicionados a massa de cacau os ingredientes da formulagdo, como
0 acUcar e leite em po, necessarios para homogeneizacdo e obtencdo de uma
consisténcia plastica adequada para o refino. Essa etapa € realizada no mesmo
equipamento de moagem, o Melanger, bem como o refino por aproximadamente

24 horas ou até obter particulas inferiores a 25 micrometros (Figura 17).
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Figura 17. Melanger realizando refino e conchagem (Fonte: préprio autor)

3.4.6 Conchagem

A etapa de conchagem tem como objetivo arredondar o sabor do
chocolate, eliminando acidos indesejados (4cido acético), induzindo reacdes de
Maillard (cor e sabor) e reduzindo a umidade. Nela o chocolate € agitado por um
longo periodo de tempo sob temperaturas de 50 a 100°C. Quanto maior o tempo
de conchagem mais cremoso sera o chocolate, devido a dispersédo dos solidos
na gordura fluida (manteiga de cacau). Industrialmente a conchagem é dividida
em trés partes: fase seca, fase plastica e fase liquida. Entretanto no chocolate
bean to bar s6 ha uma conchagem, ja que néo ha a adicdo de manteiga de cacau
sobressalente nem aditivos como a lecitina e o PGPR. Essa etapa ainda é
realizada no Melanger, todavia o moinho de pedras é afrouxado, diminuindo o
atrito das pedras, ja que as particulas ja foram refinadas por completo (SILVA,
2013).
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3.4.7 Maturacéao

Ainda s@o poucos os estudos na area de maturacdo do chocolate.
Normalmente, a maturagcéo acontece ainda nas fazendas, quando as améndoas
ficam estocadas em sacas para arredondar seus sabores. No entanto os
produtores de chocolate bean to bar notaram uma melhora significativa ao
maturar o chocolate antes da tempera. Notas florais e frutadas se tornam mais
pronunciadas e seu aroma mais intenso. Sabe-se que a interacao intermolecular
da mistura continua ocorrendo, no entanto, ndo ha pesquisas elucidadas sobre
0 assunto. Sendo assim uma técnica praticada somente por produtores

artesanais, que armazenam seus chocolates por um més ou até mesmo um ano.

3.4.8 Tempera, moldagem e resfriamento

Em razdo da natureza polimérfica da manteiga de cacau, € necessario
realizar o processo de tempera ou pré-cristalizacdo do chocolate. Afim de obter
somente cristais beta (cristais mais estaveis) e consecutivamente adquirir
caracteristicas como brilho, fusdo na boca, snap, dureza e sabor. A primeira
etapa da tempera acontece elevando a temperatura do chocolate a 45°C para
seu completo derretimento, seguido de um resfriamento de 2°C por minuto, que
pode ser realizado em uma temperadeira ou numa mesa de marmore com

revolvimento manual (Figura 18).

Figura 18. Temperagem (Fonte: proprio autor)
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O chocolate deve ser resfriado até a temperatura adequada para o
crescimento de cristais beta, isso varia de chocolate para chocolate, entretanto
os valores se encontram dentro de 26 a 30°C. No resfriamento h4 também
formagdo de cristais instaveis, entdo € necessario aquecer novamente o
chocolate a 32°C para conferir as propriedades reoldgicas adequadas. Cerca de
2 a 4% da gordura presente € cristalizada na tempera, o processo de
cristalizagcdo ainda continua nas etapas de resfriamento e armazenamento
(LUCCAS, 2001).

3.5 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS E COPRODUTOS

A caracterizacéo dos produtos corresponde a RESOLUCAO — RDC N° 723, DE
1° DE JULHO DE 2022 -ANVISA, que dispde 0s requisitos necessarios para a

producédo de chocolate. Os produtos sao definidos como:

IX — Chocolate: produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau
(Theobroma cacao L.), massa, pasta ou liquor de cacau, cacau em p6 ou
manteiga de cacau, com outros ingredientes, podendo apresentar recheio,

cobertura, formato e consisténcia variados;

X — Chocolate branco: produto obtido a partir da mistura de manteiga de cacau
com outros ingredientes, podendo apresentar recheio, cobertura, formato e

consisténcia variados;
Sendo que os requisitos basicos da composi¢céo dos produtos séao:

Art. 5° O chocolate deve ser constituido de, no minimo, 25% (vinte e cinco por

cento) de solidos totais de cacau.

Art. 6° O chocolate branco deve ser constituido de, no minimo, 20% (vinte por

cento) de solidos totais de manteiga de cacau.

O chocolate também pode ser subdividido de acordo com a sua
composicao, sendo que a definicdo se baseia no Codex Alimentarius (2006). Sua

composicdo também varia de acordo com os padrbes alimentares dos
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consumidores. Portanto, o percentual de cada ingrediente pode variar. Dentre 0s
chocolates mais consumidos no Brasil, estdo o chocolate ao leite, meio amargo

e branco, sendo definidos pelo Codex Alimentarius (2006) como:

Chocolate Meio Amargo: contém, com base na matéria seca, ndo menos
que 35% de sélidos de cacau, dos quais ndo menos que 18% devem ser
manteiga de cacau e nao menos que 14% devem ser solidos de cacau livres de

gordura.

Chocolate ao Leite: contém, com base na matéria seca, nAo menos que
25% de solidos de cacau (incluindo um minimo de 2,5% de sélidos de cacau
livres de gordura) e um teor minimo de solidos derivados de leite entre 12 e 14%

(incluindo um minimo de gordura de leite entre 2,5 e 3,5%).

Chocolate Branco: contém, com base em matéria seca, ndo menos que
20% de manteiga de cacau e nao menos que 14% de solidos derivados de leite

(incluindo um minimo de gordura de leite entre 2,5 e 3,5%).

3.6 PUBLICO ALVO

Segundo as estatisticas 0 consumo de chocolate vem aumentando no
mundo, no entanto o perfil dos consumidores estd mudando (Figura 19).
Tendéncias como chocolates organicos, com baixo teor de acucar, zero lactose
e artesanais vem ganhando cada vez mais espacgo. Grande parte dos
consumidores mundiais vem se conscientizando a respeito dos impactos
climaticos das grandes industrias, bem como as formas de producdo agricola

dos insumos.

Nestas condicbes, a procura de chocolates de origem também vem
ganhando espaco, principalmente entre os consumidores das classes A e B.
Estas classes procuram chocolates com teor de cacau mais elevado, visando
degustar o produto e identificar caracteristicas sensoriais de terroir. O chocolate
estd se tornando ndo s6 um produto, mas uma experiencia, que leva o

consumidor a visualizar e dar valor a toda a cadeia de processamento (ESTIVAL,
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2010). Em funcdo disto a demanda por améndoas de cacau fino vem
aumentando. Regibes como a Europa e a América do norte vem introduzindo em
suas linhas produtos premium com cacau certificado a fim de manter os

consumidores para as marcas artesanais.

Chocolatras e moderados

Consumo de chocolate per capita em 2017 - em quilos

10
8,8

Fonte: Statista/Lindt/Euromonitor www.circuitod.com.br

Figura 19. Consumo de chocolate per capita (Fonte: Statista, 2017)

3.7 MICROBIOLOGIA DA FERMENTAGCAO

3.7.1 Leveduras

Leveduras s&o fungos unicelulares, divididas em ascomicetos e
basidiomicetos. Sao esféricas, ovais ou cilindricas, e geralmente se reproduzem
por brotamento. As leveduras estdo presentes em quase todos os ambientes
devido a sua capacidade de utilizar varios tipos de substrato para o0 seu
desenvolvimento. Crescem principalmente na presenca de acucares,
necessitando também de fontes de carbono e hidrogénio para o seu
desenvolvimento. S&o predominantemente aerdbias e anaerdbias facultativas,
com temperatura 6tima de crescimento de 25a30°C e pHde 4 a 7. Asleveduras

mais associadas e descritas na fermentacdo do cacau sao: Candida bombi, C.
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pelliculosa, C. rugopelliculosa, C. rugosa, C. humilis, Yarrowia lipolytica,
Kluveromyces marxianus, Kloechera apiculata, K. thermotolerans,
Lodderomyces elongisporus, Pichia fermentans, Saccharomyces cerevisiae,

Torulaspora pretoriensi (SILVA, 2011).

3.7.2 Bactérias acido lacticas

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo caracterizadas por seu metabolismo
estritamente fermentativo, tendo o acido lactico como produto da fermentacéo
dos acucares. Sendo a principal fonte de probidticos em alimentos. Sdo Gram-
positivas, ndo produzem esporos, sao acido-tolerantes, fastidiosos, geralmente
ndo moveis. No geral sdo mesofilas, crescendo em uma faixa de temperatura de
5 a 45°C, requerem aminoacidos, bases pirimidicas e puricas, bem como
vitaminas do complexo B para o seu desenvolvimento. Sao anaerobias
facultativas, podendo fermentar em ambientes anaerébicos e aerdbicos, porém
de forma mais lenta. S&o compreendidas pela Ordem Lactobacillales e
subdividida em seis familias: Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e Streptococcaceae,

contendo mais de 530 espécies e subespécies (EUZEBY, 2009).

A classificacdo das BAL baseia-se em sua morfologia, do modo como
fermentam a glicose, de faixa de temperatura adequada, da adaptacdo em
diferentes meios e pH. Uma das diferencas entre os subgrupos das BAL sao os
produtos formados pela fermentacdo. Dentre eles, existem dois grupos, o
denominado homofermentativo e o heterofermentativo. O homofermentativo
produz exclusivamente acido lacteo, onde a enzima adolase fermenta a glicose
diretamente em acido lactico, isso inclui o género Streptococcus (L(+) lactato) e
Pediococcus (D-L L lactato). JA o outro grupo, heterofermentativo, converte
através da enzima fosfocetolase as hexoses em pentoses, tendo como produto
final &cido lactico, férmico, butirico, etanol e CO2; nesse processo ha producéo
de diacetil e aldeidos, que sdo substancias precursoras de aroma, muitos
importantes na fabricacdo de chocolate (QUINATOA, 2017).
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3.7.3 Bactérias acéticas

As bactérias acéticas (BAA) desempenham um importante papel na
fermentacdo das améndoas de cacau. Sua multiplicacdo e producdo de acido
acético é essencial para a hidrélise das proteinas no cotilédone. Ademais o acido
ajuda na permeabilizacdo das enzimas excretadas pelas leveduras para o nucleo
da améndoa, além de que, juntamente com o 4cido lactico reduzem o pH para
que ocorram as reagdes enzimaticas na fase de quimio-fermentacéo. E nessa
fase que as enzimas do interior da semente séo ativadas, devido a mudanca de
pH e do espargimento do conteudo celular, resultando na morte da semente, que

agora passa a ser denominada améndoa de cacau (BASTOS, 2016).

Sao microrganismos Gram negativo, aerobios, catalase positiva e da familia
Acetobacteriaceae. Possuem forma de cocos ou bastonetes, podem ser méveis,
ndo esporulam e oxidam acucares de metabdlitos secundarios. A faixa de pH
Otima para crescimento é de 5 a 6,5, entretanto podem crescer em pH de 3 a 4,
sua temperatura 6tima de multiplicacdo € de 30°C. Essa familia de bactérias
compreendem o0s seguintes géneros: Granulibacter, Acidomonas, Asaia,
Kozakia, Neoasaia, @ Swaminathania, Saccharibacter, = Gluconobacter,
Gluconacetobacter e Acetobacter. Para realizar sua identificacdo a nivel de
espécie é necessario observar seu crescimento em etanol, sua producdo de

pigmentos e a forma como fermentam os carboidratos (ALMEIDA, 2013).

As BAA podem se desenvolver em ambientes alcodlicos, acucarados e
pouco acidos. Reagem nesses meios oxidando os agucares e alcoois, resultando
no acumulo de acidos organicos, produzindo &cido acético a partir do etanol.
Segundo a literatura os géneros mais recorrentes na fermentacdo do cacau sao:
Acetobacter e Gluconobacter, que apresentam mais de 40 espécies. Sendo que
0 Acetobacter preferencialmente metaboliza etanol e os demais agucares como

a glicose e frutose.

Dentre os dois géneros, o Acetobacter € 0 mais comumente encontrado
durante a fermentagdo, nas amostras de cacau da Indonésia e Republica
Dominicana sendo a espécie Acetobacter lovaniesis a mais comum (ARDHANA;
FLEET, 2003). Ja em Gana as mais encontradas sdo Acetobacter syzygii, A.
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tropicalis e A. pasteurians (NIELSEN et al., 2007). Na regido da Amazbnia
brasileira as mais usualmente encontradas séo as espécies Acetobacter aceti e
A. pasteurians (ALMEIDA, 2013).

3.8 Associacdo entre leveduras e bactérias durante a fermentacgao

A polpa que recobre as sementes de cacau contém em média 84% de agua,
13% de acUcares, 2% de acido citrico e 1% pectina. A dificil penetracéo de ar na
massa pela compressdo da polpa, ocasiona um baixo nivel de oxigénio
disponivel, além do baixo pH (3,6) em virtude do acido citrico, gerando assim um
ambiente com condic¢des ideais para a proliferacdo de leveduras, responsaveis
pela fermentacdo alcodlica (a primeira etapa da fermentacéo do cacau de 24 a
28 horas). Pesquisas realizadas no Brasil identificaram as seguintes leveduras
associadas a fermentacao do cacau brasileiro: Candida bombi, C. pelliculosa, C.
rugopelliculosa, C. rugosa, C. humilis, Yarrowia lipolytica, Kluveromyces
marxianus, Kloechera apiculata, K. Thermotolerans, Lodderomyces
elongisporus, Pichia fermentans, Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora
pretoriensi (SCHWAN & WHEALS, 2004).

As leveduras sdo encarregadas de metabolizar o acido citrico da polpa,
aumentando o pH para 4, fornecendo assim as condi¢coes ideais para
multiplicacdo das bactérias. S&o responsaveis pela producdo da enzima
pectinase, que reduz a viscosidade da polpa, produzindo como resultado um
liguido exsudado, chamado popularmente de mel de cacau, contribuindo
consecutivamente para a aeracdo da massa. Também produzem acidos
organicos como o acido fosférico, malico, oxalico, acético e succinico,
responsaveis pela iniciacdo da morte do embrido e principalmente por
contribuirem para a formacdo de precursores de sabor pela producdo de
compostos volateis, como aldeidos, cetonas, terpenos e ésteres (ALMEIDA,
2013).

Por volta das 36 horas de fermentacéo, as bactérias 4cido lacticas (BAL)

comecam a se multiplicar, devido as condi¢cdes de microaerobiose da fase

30



anterior, aeracdo da massa devido ao revolvimento. Além da formacéo de alcool,
aumento da temperatura da massa e elevacao do pH para 4. As bactérias mais
recorrentes mencionadas na literatura sdo: Lactobacillus plantarum, L.
fermentum, Leuconostoc pseudomesenteroides e Enterococcus casseliflavus.
Responsaveis por metabolizar os agucares remanescentes, resultando na
degradacéao da polpa e producéo de &cido lactico e reducado dos aclcares a 2%.
Além de contribuir para a difusdo de polifendis com os liquidos celulares,
sofrendo oxidagdo e complexacgédo de alto peso molecular, especialmente dos

taninos insollveis.

Os acgucares séo hidrolisados juntamente com antocianinas, hidrolisadas em
antocianidinas, resultando no clareamento da cor violadcea do cotilédone. As
polifenol oxidases (majoritariamente antocianidinas e epcatequinas) convertem
os polifendis em quinonas, que formam complexos com peptideos e proteinas,
diminuindo a adstringéncia e resultando na formacéo da coloragdo marrom na
semente (SOARES, 2001).

O alcool formado nas primeiras 48 horas de fermentacdo, bem como o
aumento do pH e aeracdo da massa, proporcionam um ambiente favoravel para
o desenvolvimento de BAA, iniciando-se entdo a fermentacdo aerobica. Essas
bactérias oxidam o alcool em acido acético, fazendo com que a massa de cacau
ganhe um odor avinagrado. Atuando em duas enzimas: alcool desidrogenase
(AIDH) e acetato desidrogenase (ACIDH). Essa reacdo de oxidacao é altamente
exotérmica, elevando a temperatura da massa de cacau para entorno de 50°C
(BASTOS, 2016).

A partir do terceiro dia de fermentacdo ocorre uma diminui¢éo das bactérias
formadoras de esporos, provocando o aparecimento de metabdlitos que, se
difundidos para o nacleo do cotilédone, influenciam diretamente no sabor e

aroma das améndoas.

3.9Precursores de sabor e aroma

Os precursores de aroma e sabor do cacau estdo envolvidos diretamente

com o processamento primario dos gréos (fermentacdo e secagem). Esses
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precursores estdo diretamente relacionados com a microbiota presente na
fermentacdo, bem como a acdo de enzimas sobre as proteinas, carboidratos e
polifendis do gréo de cacau. Sendo assim nao ha desenvolvimento de sabor nos
grdos sem a fermentacéo. O papel desses microrganismos € exsudar a polpa do
grao e a producédo de metabolitos (BASTOS, 2016).

Sem duvidas a estrutura protagonista para obtencdo de sabor e aroma é
o cotilédone do gréo (Figura 20). Sdo através de reacdes quimicas ocorridas
nessa estrutura que desenvolverdo sabor, morte do embrido e quebra das
barreiras extracelulares. O cotilédone € basicamente composto por 53% de
gordura (manteiga de cacau) e formado por dois tipos de células, as
pigmentativas que armazenam os polifendis e metilxantinas, e as células do
parénquima, responsaveis pela estocagem de proteinas, amido e lipideos. A
teobromina e a cafeinas somam 1,5% do peso seco do grdo e sao agentes de
amargor. Os polifendis totalizam de 11 a 20% do peso seco da améndoa, sendo
responsaveis pela adstringéncia do grédo. Sdo divididos em trés tipos:
protocianinas, catequinas e antocianinas. No entanto ha uma significativa
reducdo de amargor e adstringéncia resultado da difusdo de alcaldides (queda
de 30%) e polifendis (queda de 20%) através da fermentacdo (CAMU et al.,
2008).
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Figura 20. AlteracBes bioquimicas no cotilédone (Fonte: LOPEZ & DIMICK, 1995)
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Os polifendis ficam armazenados em células de pigmento com
cotilédones, sendo que essas variam de coloracdo branca a roxa, dependendo
da quantidade de antocianinas transformadas em antocianidinas, quanto maior
a quantidade mais intenso € a coloragéo roxa. Sao degradadas e condensam em
forma de taninos flavonoicos. As antocatequinas se condensam em taninos
catéquicos que possuem coloracdo marrom, que combinados a aminoacidos e
proteinas irdo formar importantes precursores de sabor, que futuramente seréo
desenvolvidos na etapa de torragcdo com a reacdo de Maillard. Para a
transformacao das antocianinas é necessario condicdes de anaerobiose, que s6
se desenvolvem com o emprego correto da primeira fase da fermentacao. Ja as
antocatequinas sao favorecidas em condicao de aerobiose, por iSso a etapa de

revolvimento da massa é essencial (BASTOS, 2016).

As antocianidinas sdo muito importantes para a qualidade do cacau, a
avaliacdo das antocianinas pela coloragdo ou popularmente chamada de prova
de corte, € um importante teste utilizado como parametro de desenvolvimento de
sabor e grau de fermentacdo das améndoas de cacau, que se baseia na
mudanca de coloragdo do cotilédone de branco ou roxo para acastanhado

(marrom).
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4. CAPITULO |

4.1 PROCESSAMENTO DO CHOCOLATE BEAN TO BAR
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4.1.1 INTRODUCAO

Como tratado na revisdo, o processamento bean to bar do chocolate é
realizado de forma artesanal, as etapas de processamento fogem das
tradicionais empregadas pela industria. Desta forma, se faz necessario o ajuste
dos equipamentos e parametros utilizados, como a variacao da temperatura de
torrefacdo, moagem, refino, conchagem, maturacado e moldagem. Visando obter
a metodologia adequada para producédo do chocolate utilizado na pesquisa, 0
objetivo deste capitulo foi estudar as etapas de processamento das améndoas
de cacau apos a fermentacdo e secagem para producéo de chocolate bean to
bar.

4.1.2 MATERIAIS E METODOS

Os testes foram feitos na planta piloto da empresa Nativo Cacau e seguiram

a seguintes etapas.

4.1.2.1 Teste 1 de torrefacao

Cem gramas de améndoas de cacau foram dispostas sem sobreposicéo
numa forma e levadas ao forno sob diferentes temperaturas e tempos, de acordo
com a Tabela 2, baseadas em dados de torracdo de améndoas do cacau
artesanal e industrial obtidos na literatura. O fluxograma da Figura 21 apresenta

esta etapa.
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Tabela 2. Variancias de temperatura e tempo testadas.

Amostra Temperatura (° C) Tempo (minutos)
A 80 45
B 110 45
C 150 30
D 170 30
E 190 20
Gimpeza das améndoas)
Torrefagao

( Resfriamento )

Figura 21. Fluxograma do processo de torracao.

4.1.2.2 Teste 2 de processamento

No teste 2 de processamento, foram utilizadas 1.100 kg de améndoa de
cacau seco e limpo. A torracdo foi realizada em fornos (convecc¢ao térmica) a
110°C por 45 minutos (temperatura escolhida apds o teste de torrefacdo). As
améndoas foram trituradas num moinho de rolo dentado a fim de descolar a testa
do cotilédone. Com o uso de um soprador, a testa (casca) foi aspergida pela
diferenca de peso, resultando na obtengéo dos nibs. Estes foram triturados no
moinho Melanger, até se obter uma massa densa de cacau. Esta massa foi
refinada a 60°C no moinho Melanger por 24h ou até se obter granulometria
inferior a 20um. Em seguida foi adicionado a essa massa, 300 g de acucar
demerara organico. O processo de conchagem foi feito com rolos do moinho
afrouxados para iniciar o processo de agitacdo por 12 horas. O processamento

seguiu o fluxograma da Figura 22.

36



Retirada de
impurezas

Torrefacdo —> 110°C —45’ /

Quebra

Separac¢do da testa e
gérmen

Moagem

Refino

Adicdo de acgucar

C Conchagem >

Figura 22. Fluxograma do processamento

4.1.2.3 Teste 3 de comparacao

No teste 3 de comparacéo, foi adquirido 1.100 kg de améndoas de cacau
bulk, tendo como origem o Estado do Para. Além disso, 1.100 kg de améndoas
de cacau fino foi adquirida do assentamento Dois Riachdes, da cidade de
Ipirapitanga, no Estado da Bahia. O processamento foi seguido de acordo com

a Figura 2, com o tempo de conchagem de 24 horas.
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4.1.2.4 Teste 4 de temperagem

A partir do chocolate obtido no teste 3 foi realizado um teste de
temperagem pelo método de bancada de granito e pelo método seeding. No
método de bancada, o chocolate foi derretido utilizando uma derretedeira até
atingir a temperatura de 45°C. Em seguida, a massa foi espalhada na pedra de
granito fria e agitada com uma espatula sobre a superficie, até atingir a
temperatura de 29°C. O chocolate foi aquecido novamente utilizando um
soprador térmico até atingir a superficie de 32°C. O chocolate ja temperado foi
despejado sob 0 molde de polipropileno e feito batimentos para retirar o ar da
massa (moldagem). O chocolate no molde foi levado ao refrigerador (14°C) por
aproximadamente 15 minutos ou até atingir coloracdo opaca e a desmoldagem
foi feita invertendo o molde para a retirada das barras de chocolate. As barras
foram acondicionadas a 20°C. A Figura 23 mostra o fluxograma do método de
bancada de granito.

No teste feito pelo método seeding, o chocolate foi derretido utilizando
uma derretedeira até atingir a temperatura de 45°C. Em seguida, a massa foi
espalhada numa pedra de granito fria e agitada com uma espatula sobre a
superficie, até atingir a temperatura de 34°C (resfriamento). Foi adicionado o
mycryo a 34 °C e misturado até a completa dissolugcéo, mantido a temperatura
de 31° a 34°C. O chocolate ja temperado foi despejado sob o molde de
polipropileno, em seguida foram realizados batimentos para retirada do ar da
massa (moldagem). O molde foi levado ao refrigerador (14°C) por
aproximadamente 15 minutos ou até atingir uma coloracdo opaca e a
desmoldagem foi feita invertendo o molde para a retirada das barras de
chocolate. As barras foram acondicionadas a 20°C. A Figura 24 mostra o
fluxograma do método de seeding.
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Guséo do chocolata —>

Resfriamento —> /' 990C /
Aquecimento —>

Moldagem

Resfriamento —>/ 14°C-15’ /

Desmoldagem

Gcondicionamenth —>

Figura 23. Fluxograma de tempera método por bancada de granito.

Guséo do chocoIatD '
Resfriamento

Adicdo do Mycryo

Moldagem

. —>
Resfriamento

Desmoldagem

CAcondiconamentOD —'

Figura 24. Fluxograma de tempera utilizando método seeding.
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4.1.2.5 Teste 5 de maturagao

O chocolate apos ser moldado em barras foi resfriado a temperatura
ambiente (23°C). ApoOs a cristalizacao o chocolate foi armazenado a 20°C por 30

dias.

4.1.2.6 Analise sensorial

Nesta etapa de testes, uma amostra de chocolate foi analisada
sensorialmente pela propria autora, segundo os atributos de cor, sabor, aroma e
impressao global. Nao foi possivel montar um painel de avaliadores devido aos

trabalhos suspensos durante a Covid 19.

4.1.3. RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados dos testes de torracgéo,
processamento, comparagcdo entre améndoas de cacau bulk e cacau fino,

temperagem e maturacao.

4.1.3.1 Teste de torrefacao

No teste de torra das améndoas, foram utilizadas diferentes temperaturas
e tempos. A amostra que apresentou as melhores caracteristicas de cor, sabor
e aroma foi a amostra submetida a temperatura de 110 °C por 45 minutos no
forno elétrico (Amostra B). Este parametro foi utilizado para os testes seguintes.
Os critérios utilizados para decisdo foram a conservacdo dos aromas florais e
frutais da améndoa, desenvolvimento da reacéo de Maillard, eliminacdo parcial
de off-flavors e desenvolvimento do sabor caracteristico de chocolate. A Figura

25 apresenta a coloracado das améndoas apos a torracéo a 110 °C por 45 min.
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Figura 25. Améndoas de cacau da amostra B, torrada a 110°C por 45 min, antes e apés a torra
(Fonte: proprio autor)

4.1.3.2 Teste de processamento

Neste teste, a separacao da testa (casca) foi a etapa mais dificil do
processo, ao utilizar o soprador para a retirada das cascas por aspersao,
pequenas particulas de nibs também foram arrastadas, havendo um prejuizo de
matéria prima durante o processo, resultando na perda de eficiéncia, desperdicio
de recursos e maior volume de residuos.

O chocolate apresentou acidez volatil elevada (notas de vinagre), devido
a presenca de &cido acético remanescente da fermentacdo. Desta forma, foi
necessario empregar um tempo maior de conchagem, afim de se obter uma
maior evaporac¢ao do acido acético, por ser um acido volatil.

O chocolate obteve uma moagem efetiva, sem apresentar arenosidade no
refino dos nibs no equipamento Melanger. Este equipamento foi eficaz para o
processamento de chocolates. Além disso, a massa de chocolate apresentou um
brilho intenso e alta cremosidade, devido a efetiva conchagem, atribuindo
caracteristicas positivas sensorialmente e visualmente ao produto como mostra
a Figura 26. Entretanto o chocolate apresentou uma alta viscosidade,
dificultando a temperagem e moldagem posterior.
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Figura 26. Teste de processamento das améndoas de cacau, mostrando o brilho e viscosidade
do produto obtido (Fonte: préprio autor).

4.1.3.3 Teste de comparacgéao

Sensorialmente o chocolate formulado com cacau bulk apresentou forte
sabor avinagrado, retro-gosto quimico de borracha e aroma de queimado
(fumaca). Enquanto o chocolate formulado com cacau fino apresentou notas de
frutas secas, citricos e aroma de madeira e fermento. Outra consideravel
diferenca foi a aparéncia das améndoas, que podem ser visualizadas na Figura
27. As améndoas de cacau fino por serem bem fermentadas, apresentaram uma
coloracdo marrom escuro uniforme, sem a presenca visivel de fungos. Ja as
améndoas de cacau bulk, apresentaram coloracao palida e diversa, devido a
fermentacdo mal feita e/ou secagem inadequada. Além de apresentarem

colbnias fungicas visiveis na superficie de algumas améndoas (Figura 27).
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A. Améndoas de cacau fino B: Améndoas de cacau bulk

Figura 27. Comparacao das améndoas de cacau fino (A) com améndoas de cacau
bulk (B) (Fonte: préprio autor)

Os parametros estabelecidos para o processamento do chocolate ndo se
adequaram as améndoas de cacau bulk, devido ao excesso de acido acético
residual resultante da ma fermentacdo. A torracdo e conchagem ndo foram
suficientes para eliminar os acidos volateis, resultando num chocolate com sabor
avinagrado. Industrialmente a torrefacdo é mais intensa para mascarar esse tipo
de off-flavor, quando se utilizam améndoas de baixa qualidade. A baixa
temperatura de torracao e o curto periodo de tempo empregado, conservaram
os aromas florais e frutados das améndoas de cacau fino, no entanto nas

améndoas de cacau bulk os off-flavors foram mais evidenciados.

4.1.3.4 Teste de temperagem

Os resultados do teste de temperagem com relacéo a snap, fusao, brilho,
cor, contracdo, no método de pedra de granito e no método seeding séo

apresentados na Tabela 3.

43



Tabela 3. Comparacao dos métodos de temperagem em pedra de granito e método
seeding.

Tipo de tempera Snap Fuséo Brilho Cor Contracao (molde)

Pedra de granito

Seeding

Verde= Bom; Amarelo= Médio; Vermelho = Ruim

As barras de chocolate de ambos testes apresentaram brilho intenso, sem
bolhas de ar, rapida fusao e alta cremosidade. A andlise sensorial das barras de
chocolate apds a temperagem através do método de pedra de granito e seeding,
utilizando 1% de Mycryo podem ser observadas na Figura 28. O método seeding
mostrou melhores parametros de qualidade. A Figura 29 mostra as barras de

chocolate obtidas pelo método seeding.

Analise Sensorial

—Seeding Pedra de granito
Marrom

Arenosidade 10 Brilho

Cremosidade Viscosidade

Sabor frutado Aroma intenso

Sabor amadeirado Aroma citrico

Sabor citrico Aroma amadeirado

Sabor intenso Aroma frutado

Figura 28. Analise sensorial do chocolate
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Figura 29. Barras de chocolate obtidas por seeding (Fonte: préprio autor).

Ambos 0s processos de temperagem se mostraram efetivos, no entanto
o0 método seeding se mostrou mais satisfatorio, quando comparamos as barras
de chocolate quanto ao snap (som ao quebrar), fusdo (derretimento na boca),
brilho, cor e contracédo (facilidade ao sair do molde). Assim, de acordo com 0s
resultados apresentados a melhor avaliacdo global foi da técnica seeding. As
barras de chocolate apresentaram brilho intenso devido ao elevado tempo de
conchagem, resultando em um produto visualmente atrativo. A coloracéo
marrom escura se deve a elaboracgao feita com améndoas bem fermentadas e
ao elevado teor de cacau. O produto apresentou uma elevada viscosidade por
se tratar de um produto nao lecitinado e sem adicdo de manteiga de cacau,
caracteristico do tipo bean to bar. O sabor intenso decorreu em razdo do elevado
teor de cacau em sua composicdo, além de ndo conter aditivos que podem
mascar o sabor das améndoas. O chocolate apresentou notas de frutas secas,
citricos e aroma amadeirado e fermentado e para verificar se esses sabores
poderiam se tornar ainda mais acentuados apos a maturacao foi feito o teste de

maturacdo usando o método de seeding para temperagem;

4.1.3.5 Teste de maturacgéo

Apés a maturacdo a 20°C por 30 dias, o chocolate foi avaliado

sensorialmente utilizando os mesmos parametros do teste de temperagem e o0s
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resultados podem ser visualizados na Figura 30. A aparéncia do chocolate

maturado pode ser vista na Figura 31.

Analise Sensorial apos maturacao

Aroma intenso
10

Sabor frutado 8 Aroma cltrico

Aroma
Sabor amadeirado
amadeirado
Sabor citrico Aroma frutado

Sabor intenso

Figura 30. Andlise sensorial do chocolate maturado.

Figura 31. Chocolate maturado (Fonte: préprio autor).

Ao compararmos a avaliacdo sensorial da barra sem maturagdo com a
maturada, notamos uma real acentuacdo dos sabores e aromas. As
caracteristicas frutais, florais e amadeiradas, prevaleceram no chocolate, no

entanto apos a maturacao estas se mostraram mais presentes. A partir dessas
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analises, chegamos a concluséo de que a maturacdo € uma importante etapa no
processamento, podendo ressaltar as caracteristicas sensoriais de cada origem
(terroir) do cacau. Embora essa etapa impacte expressamente no custo, esse

beneficiamento torna o chocolate um produto com alto valor agregado.

4.1.4. CONCLUSAO

De acordo com as andlises de torracdo, processamento, comparacéo do
cacau bulk com o cacau fino, temperagem comparando as técnicas de pedra de
granito com o método seeding e teste de maturacdo, foi definido o
processamento das amostras de améndoas de cacau para producdo do
chocolate bean to bar. Conclui-se também que ndo ha possibilidade de se
produzir um chocolate fino a partir de améndoas de cacau bulk, pois os
parametros empregados na confeccdo ndo conseguem amenizar os off-flavors

de améndoas mal fermentadas e mofadas.
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5. CAPITULO Il

5.1 MICROBIOTA DO CACAU
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5.1.1 RESUMO

Os resultados apresentados correspondem a 46 amostras de améndoas
de cacau coletadas, sendo 8 no estado do Amazonas, 21 na Bahia e 15 no Para.
As amostras foram divididas entre o processamento primario do cacau,
fermentacdo e secagem, e améndoas secas prontas para a fabricacdo de
chocolate. O namero de col6nias fungicas isoladas foi de 421, sendo a maior
representatividade no processo primario de producdo (abertura do fruto,
fermentacdo e secagem). As espécies de maior ocorréncia foram: Absidia
corymbifera, Byssochlamys sp., Penicillium roquefort, Aspergillus section
Aspergillus, Aspergillus flavus e leveduras. Durante a fermentacdo das
améndoas da cidade de Mocajuba-PA, a contagem de bactérias lacticas,
acéticas e leveduras variou de 2,1 x 10° a 3,0 x 10%; 3,0 x 10°a <10 e 7,3 x 10°
a <10 nos 5 dias de fermentacao, respectivamente. A presenca de bolores so
ocorreu no primeiro dia com contagem de 2,0 x 102. Ja durante a fermentacéo
das améndoas da cidade de Arataca-BA, a contagem de bactérias lacticas,
acéticas e leveduras variou de 6,2 x 10° a 5,8 x 10?, 16,7 x 10° a 1 x 10% e 12x
10°a 4 x 102 nos 5 dias de fermentacéo, respectivamente. A presenca de bolores

s6 ocorreu no primeiro dia com contagem de 4,9 x 102

5.1.2 INTRODUCAO

Microbiota é o conjunto de microrganismos (bactérias, bolores e
leveduras), que habitam um ambiente. Cada ambiente ou terroir possui uma
microbiota diferente, sendo assim o0s microrganismos da fermentacdo nem
sempre sao 0s mesmos (SOUZA et al., 2019)
As diversas alteragdes que ocorrem nos gréaos de cacau durante a fermentacéo
sdo atribuidas ao desenvolvimento desta microbiota variada, proveniente da
matéria-prima, meio ambiente e das praticas de fermentacdo. A polpa que
envolve os graos de cacau é quase esteéril e rica em hidratos de carbono, mas é

rapidamente contaminada apds a abertura dos frutos (NIELSEN et al., 2005,
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2007; CAMU et al., 2007, 2008a; THOMPSON et al., 2007; DE VUYST et al.,
2010; PAPALEXANDRATOU et al., 2011a).

Alimentos que possuem contato direto com 0 solo sdo suscetiveis a
contaminacdo por fungos, pois no solo podem ser encontradas diversas
comunidades fungicas. Como é o caso do cacau, que € colhido e depositado no
solo antes do despolpamento (Figura 32). Estes microrganismos desempenham
um papel importante nos processos de biodegradacdo e manutencdo dos
ecossistemas, entretanto, fungos presentes no solo podem contaminar a
superficie do fruto, e penetrar em seus tecidos quando o cacau € aberto e
despolpado (ADJOVI et al. 2015).

Figura 32. Corte e despolpamento das sementes (Fonte: préprio autor)

Sendo assim o papel dos microrganismos é de suma importancia para o
desenvolvimento das principais caracteristicas sensoriais do chocolate, como a
producdo dos flavors, por outro lado, podem comprometer a qualidade do

produto, ocasionando deterioracdo e surgimento de off flavours.

Pesquisas apontam que o surgimento dos fungos ocorre principalmente
durante afermentacdo, secagem e armazenamento. Em geral, os fungos
filamentosos multiplicam com grande intensidade nos dltimos dias de
fermentacdo e geralmente sdo responsaveis pela formacdo de “off flavors”. A

secagem também apresenta condi¢fes ideais para o desenvolvimento fungico,
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devido a diminuicdo gradativa da atividade de agua das sementes de cacau, o
gue favorece o desenvolvimento de fungos filamentosos devido a diminuicdo da

multiplicac@o de bactérias e leveduras.

Além da possivel contaminacdo e deterioracdo do cacau, os fungos
também representam um problema de saude publica, devido a capacidade de
produzir micotoxinas. As micotoxinas sdo metabolitos secundéarios toxicos
gerados por alguns tipos de fungos filamentosos, sendo os principais do género
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (PITT e HOCKING, 2009). Estas toxinas
podem causar doencas e morte em humanos e animais, dependendo da
guantidade. Sua severidade depende da quantidade ingerida, imunidade e
tempo de exposicao.

Posto isso € de suma importancia realizar estudos para avaliar os
possiveis beneficios e maleficios dos fungos durante o processamento do
chocolate. Visto que existe uma escassez de parametros de qualidade e
seguranca para este produto. Desta forma o objetivo desta pesquisa foi avaliar
a microbiota presente durante a fermentacao, e correlacionar com a atividade de

agua e terroir.

5.1.3 MATERIAIS E METODOS

5.1.3.1 Amostras

Foram avaliadas 46 amostras de cacau: fruto in natura (2), durante a
fermentacao (16), durante a secagem (11), améndoas secas (17), dos estados
do Parda, Bahia e Amazonas. As améndoas do processo de fermentacéo foram
coletadas na regidao de Mocajuba-PA e Arataca-BA. Cada amostra de cacau

continha quantidade superior a 500g cada.
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5.1.3.2 Historico do processamento do cacau na regido de Mocajuba-PA

O cacau utilizado para producgéo de chocolate bean to bar foi da espécie
Criollo, mais conhecido como Maranh&o pelos ribeirinhos. O cacau € colhido de
forma extrativista, que consiste em extrair recursos naturais da Terra. Nenhum
cacaueiro foi plantado pelos ribeirinhos, as arvores sdo centenarias e se
reproduzem naturalmente. Estdo localizados no bioma da Floresta Amazénica
nas margens do rio Tocantins, na comunidade nomeada Taueré (Figura 33).

Figura 33. Comunidade do Tauaré (Fonte: proprio autor).

Para coleta do cacau € necessario adentrar na mata, os frutos véo sendo
coletados manualmente com auxilio de facdes, e sdo depositados nhuma cesta
de fibra de coqueiro, que fica pendurada nas costas dos trabalhadores. Em
média 25% dos frutos sao perdidos por conta da doenga chamada de “podridao
parda”. Em uma clareira na mata os ribeirinhos comecam a quebra do cacau
utilizando um facéo, imediatamente uma outra pessoa realiza a retirada das
sementes com as maos, nao higienizadas previamente. As sementes vao sendo
depositadas em caixas plasticas forradas com plastico ou folha de bananeira,

gue cabem em média as sementes de 500 frutos.
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Em seguida as caixas contendo as sementes dos frutos sdo depositadas
em canoas de madeira (Figura 34), que seguem pelo rio adentro até chegar a
Comunidade do Tauaré, localizada também as margens do rio Tocantins. La as
sementes sdo depositadas manualmente em cochos de 1,8 metros, feitos de
madeira Apari Amazonica, que nao possui cheiro nem sabor. Sdo depositados
em meédia, 2.500 frutos por cocho, reservando um espaco de 20 cm até a borda,
para facilitar o revolvimento nos préximos dias (Figura 35). As sementes sao
cobertas com plastico ou folha de bananeira para evitar que moscas e insetos
entrem em contato com o cacau. Os cochos nunca séo lavados, bem como néo
ha higienizacdo das maos dos trabalhadores ou dos utensilios durante o

processamento.

Figura 34. Canoas transportando cacau (Fonte: proprio autor)

53



Figura 35. Sementes de cacau indo para o cocho (Fonte: préprio autor)

As sementes sdo revolvidas a cada 24h apds o segundo dia de
fermentacao, com o auxilio de uma pa de madeira. Essa etapa tem como objetivo
a oxigenacao das améndoas, e sera realizada por mais 4 dias, que somadas
acumulam 6 dias de fermentacdo. A cada dia da fermentagdo foi coletado,
aproximadamente 500g de améndoas sendo congeladas a -10°C, afim de cessar

a multiplicagdo microbiana e conservar a amostra.

Apés a fermentacdo, as améndoas seguem de barco para comunidade de
Santana, também localizada nas margens do rio Tocantins. La as améndoas séao
dispostas sem sobrepor em esteiras de Tupé, confeccionada em fibras de
palmeira, para realizar a etapa de secagem (Figura 36). Esta etapa é realizada
em barcacas de madeira. Nessa etapa as améndoas sdo expostas ao sol e
recolhidas ou cobertas durante a noite ou quando chove. O tempo de secagem,

geralmente é de 6 dias, podendo variar conforme o clima.
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Figura 36. Secagem em esteira de Tupé (Fonte: préprio autor).

A coleta na regiao de Mocajuba-PA ocorreu em maio de 2021, na época
de safra. Foram coletadas amostras de frutos in natura e durante o processo de
fermentacdo de 1 a 5 dias. Foram coletadas amostras do segundo, quarto e

sexto dia de secagem (3), e da améndoa seca (1).

5.1.3.3 Processamento e coleta das amostras de cacau nos municipios de
Arataca-BA

J& a coleta no municipio de Arataca-BA foi realizada em abril de 2022, na
época de safra. Foram coletadas 12 amostras de dois cochos de fermentacéo,
sendo o primeiro cocho (7) e o segundo cocho (5), durante cada um dos dias de
fermentacdo. Amostras do periodo de secagem em estufa (5) e améndoa seca
(1). O cacau foi coletado em Arataca-BA, na fazenda titulada de Vale do
Putumuju, que conta com varias espécies de cacau forasteiro, inclusive novas
espécies clonadas para melhor producao. O cacau é colhido conforme as safras,
gue variam de espécie para espécie, podendo ser realizado blends na hora da

fermentacao.
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Para coleta do cacau os trabalhadores utilizam poddes, ferramenta que
possui uma haste longa com uma lamina afiada na ponta, para que a coleta atinja
até os lugares mais altos. Apds a retirada do fruto das arvores, o cacau é
colocado em uma cesta de palha localizada nas costas dos trabalhadores (Figura
37). Quando a cesta enche, os trabalhadores se dirigem a uma clareira ha mata,
onde estdo outros trabalhadores que fazem a quebra e o despolpamento do
fruto. No momento da quebra os trabalhadores selecionam o cacau, os podres,
verdoengos, com pragas e doencas sdo amontoados e vendidos como cacau
commodity ou ordinario (Figura 38). A quebra é realizada com auxilio de um

facdo, separando as duas metades do fruto.

Figura 38. Sele¢éo e quebra dos frutos (Fonte: proprio autor)
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Outro trabalhador realiza o despolpamento com as méaos e deposita as
sementes um uma caixa plastica, cada caixa cheia pesa aproximadamente 70kg.
Ao encher duas caixas elas sdo depositadas em bombonas, que sdo amarradas
em um burro, que segue viagem até a sede da fazenda. As sementes séo
depositas num cocho de fermentacgéo, sendo necessarias 20 caixas para encher
um cocho. Apés o enchimento do cocho, um funcionario insere um sensor de
temperatura, portétil e calibrado no centro geométrico do mesmo. Em seguida
as sementes sao cobertas com folhas de bananeira para evitar contato com

moscas ou insetos.

A fermentacao se inicia e ap0s 24 horas o cacau € transferido para outro
cocho, onde 0 meio é colocado nos cantos e 0s cantos no meio. Esse processo
de transferéncia € chamado de revolvimento, tendo como objetivo a aeracéo da
polpa e homogeneizacao da temperatura. O cacau entdo € coberto com as folhas
de bananeira e s € revolvido apés dois dias, e assim sucessivamente a cada 24

horas até completar os sete dias de fermentacao (Figura 39).

Figura 39. Améndoas de cacau no ultimo dia de fermentacao (Fonte: préprio autor)

Apés a fermentacao é realizada a prova de corte das améndoas, que
seguem para secagem em barcacas localizadas em uma estufa fechada. As
améndoas séo espalhadas para receberam exposi¢do controlada de luz. Com o
passar de seis dias a umidade ¢é aferida em 7,5%, o que indica que a améndoas
ja estdo prontas para estocagem e producao.
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As amostras foram coletadas em diferentes pontos do cocho de
fermentacao, utilizando luvas e transferidas para sacos estéreis a partir do tempo
zero a cada 24 horas. As amostras foram submetidas a congelamento a -10°C
afim de cessar a multiplicacdo microbiana e preservar a amostra até a sede do

ITAL, em Campinas-SP, local onde as analises foram realizadas.

5.1.3.5 Andlise de atividade de agua
A atividade de agua das amostras foi determinada no aparelho Aqualab,

modelo 3TE, (Decagon, USA). As leituras foram realizadas em triplicata a 25°C
+0,1.

5.1.3.6 Avaliacédo da microbiota do cacau
Para andlise de fungos, as améndoas de cacau (amostras recém colhidas

e nos primeiros dias da fermentagéo antes da morte do embrido) e améndoas na
fermentacdo, secagem e estocagem, foram desinfectadas pela imersdao em
solucéo de hipoclorito de sodio 0,4% durante 2 minutos. Em seguida 5 améndoas
foram dispostas em 10 placas de Petri contendo agar Dicloran Glicerol 18%
(DG18) com cloranfenicol totalizando 50 améndoas (Figura 40). As placas foram
incubadas a 25°C por 7 dias e os resultados expressos em porcentagem de
améndoas infectadas internamente, conforme a metodologia de Pitt & Hocking
(2009). As colbnias de fungos foram isoladas no meio agar Czapek Yeast
Autolyzate (CYA) para identificacdo. As colonias foram identificadas segundo Pitt
& HOCKING (2009) e SAMSON et al. (2010).

Figura 40. Plagueamento direto das améndoas (Fonte: préprio autor).
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Para as amostras de chocolate foi realizada a técnica de diluicdo em
placas. Assepticamente foram pesados 25g de cada amostra as quais foram
adicionados 225mL de &gua peptonada 0,1%, estéril, em sacos de stomacher
400 e agitadas por 90 segundos. A seguir, aliquotas de 1mL da mistura foram
adicionadas em 9mL de agua peptonada 0,1%, realizando as diluicbes seriadas
de 10'a 10° logo em seguida foram inoculadas em placas contendo os meios
DG18, para fungos e leveduras, agar de Man Rogosa & Sharpe (MRS), para
bactérias acido laticas (BAL) contendo 0,04% de cicloexamida, para inibir o
crescimento de fungos. As placas de MRS foram incubadas invertidas em jarros
de anaerobiose a 30°C por 72 horas. Para bactérias acido acéticas (BAA) foi
usado agar Potato Dextrose acidificado (PDA acidificado) e incubadas a 30°C

por 5 dias.

As placas de DG18 foram incubadas a 25°C por 7 dias e os resultados
expressos em unidades formadoras de colbnias por grama de amostra (UFC/g),
conforme a metodologia de Pitt & Hocking (1997). Para contagem foram
selecionadas as placas contendo entre 15 e 150 UFC/g ou foi considerada a
menor diluicdo no caso de valores inferiores a esse minimo. Apés o periodo de
incubacdo, as placas foram examinadas e todas as cepas fungicas foram
primeiramente isoladas em placas contendo agar Czapek Extrato de Levedura

(CYA) por 7 dias a 25°C, para posterior identificacao.

5.1.3.7 ldentificacdo dos fungos
Os isolados de Aspergillus e Penicillium foram inoculados utilizando a

técnica de trés pontos no meio CYA e incubado a 25°C por 7 dias. O género
Penicillium foi identificado de acordo com Pitt (2000) e Samson et al. (2002), ja
0s géneros Aspergillus foi utilizada a chave de Klich & Pitt (1988), Samson et al.
(2004) e Frisvad et al. (2004). As cepas de Aspergillus section Aspergillus foram
cultivadas em agar Czapek Extrato de Levedura e 20% de Sacarose (CY20S)
durante 14 dias a 25°C. As coldnias de fungos foram identificadas de acordo com
descricOes de Pitt & Hocking (1997) e Samson et al. (2002), complementados

com outras fontes quando necessario.
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5.1.3.8 Identificacdo das bactérias lacticas
Apos o crescimento das BAL em meio MRS a 30°C por 72 horas, foi feita

a contagem total das col6nias . Apés a contagem foram realizados testes de
microscopia, catalase e gram para confirmar e caracterizar as BAL, conforme
SILVA et al. (2017). Sendo que para a confirmacgéo foi adotado os parametros
de catalase negativa, gram positivas e forma de batonetes ou cocos. Apés a

confirmacé&o a contagem foi recalculada afim de obter o resultado total de BAL.

5.1.3.9 Identificacdo das bactérias acido acéticas
Ap0s o crescimento das BAA, as colbnias foram isoladas em agar etanol

a 30°C por 3 dias. Em seguida as col6nias que apresentaram halo (Figura 41)
foram submetidas a teste de catalase, gram e oxidase, para confirmacao das

BAA, conforme a metodologia de Ramos et al. (2020).

Figura 41. Halos formados por BAA (Fonte: proprio autor)
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5.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fermentacdo das améndoas de cacau resultou na sucessdo de
leveduras, bactérias acéticas, bactérias lacticas e fungos filamentosos. Foi
observada uma diversidade de fungos, leveduras e bactérias consideravel
durante a fermentacao, secagem e estocagem. A Tabela 4 apresenta os valores
de atividade de 4gua, encontrados durante o processamento primario do cacau,
nos estados do Para e Bahia. A atividade de agua (Aw) € de suma importancia
gquando abordamos a atividade dos microrganismos, pois € possivel
correlacionar a quantidade de &gua livre no alimento, com a capacidade de

determinados microrganismos se desenvolverem no mesmo.

Tabela 4. Atividade de 4gua Mocajuba-PA

MOCAJUBA — PA
N°de ) 3
FASE AMOSTRAS | MEDIA aw | VARIACAO Aw
Fruto in natura 1 0,974 0,974-0,978
Fermentacao 6 0,969 0,964-0,973
Secagem 2 0,628 0,652-0,913
Améndoa seca 1 0,628 0,628-0,630

Durante a fermentacdo das améndoas da cidade de Mocajuba-PA, a
contagem de bactérias lacticas, acéticas e leveduras variou de 2,1 x 10° a 3,0 x
10% 3,0 x 10° a <10 e 7,3 x 10° a <10 nos 5 dias de fermentacéo,
respectivamente. A presenca de bolores sé ocorreu no primeiro dia com
contagem de 2,0 x 102. A contagem total de bactérias e leveduras podem ser
visualizadas no GRAFICO 1, onde vemos a relagdo do tempo de fermentacéo e
0 crescimento expresso em log de 10. A atividade de agua variou de 0,965 a
0,970, o pH de 3 a 5 e a temperatura de 31 a 52°C, durante a fermentacdo. Um
total de 113 cepas de bolores foram isolados pela técnica de plagueamento
direto. A frequéncia, variagdo e média de infeccdo de bolores e leveduras

durante o processo de fermentacado, sdo apresentados na Tabela 5.
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Grafico 1. Sucesséo microbioldgica de Mocajuba-PA
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Tabela 5. Frequéncia, variagdo e média de infec¢@o de bolores e leveduras durante o
processo de fermentacdo em Mocajuba-PA
DURANTE A FERMENTACAO - MOCAJUBA — PA
Frequéncia de
Espécie ocorréncia* Média de infec¢do (%) | Variagdo de infecgao (%)
Absidia corymbifera 2 10,7 0-94
Aspergillus niger 1 0,45 0-4
Aspergillus flavus 1 0,45 0-4
Aspergillus section
Aspergillus sp. 2 3,1 0-24
Monascus ruber 2 1,3 0-10
Mucor sp. 1 0,2 0-2
Paecilomyces sp. 2 1,7 0-6
Penicillium roquefort 2 51 0-44
Leveduras 2 7,1 0-56

*Numero de vezes em que a espécie/género ocorreu nas amostras.

Na cidade de Arataca-BA, durante a fermentacdo das améndoas, a
contagem de bactérias lacticas, acéticas e leveduras variou de 6,2 x 10° a 5,8 x
10% 16,7 x 10° a 1,0 x 10% e 12x 10° a 4 x 102 nos 5 dias de fermentacéo,
respectivamente. A presenca de bolores s6 ocorreu no primeiro dia com uma
contagem de 4,9 x 10°%. A contagem total de bactérias e leveduras podem ser
observadas no GRAFICO 2. Onde vemos a relacéo do tempo de fermentacéo e
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0 crescimento expresso em log de 10. A atividade de agua variou de 0,972 a
0,987 (Tabela 6), o pH de 3 a 5 e a temperatura de 25 a 45,5°C, durante a
fermentacdo. Um total de 107 cepas de bolores foram isolados pela técnica de
plaqueamento direto. A frequéncia, variagdo e media de infec¢do de bolores e
leveduras durante o processo de fermentacdo, sdo mostrados na Tabela 7,

respectivamente.

Gréfico 2. Sucessao microbiolégica de Arataca-BA
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Tabela 6. Atividade de agua das amostras de Arataca-BA.

ARATACA — BA
NO
FASE AMOSTRAS | MEDIA aw | VARIACAO Aw
Fruto in natura 1 0,991 0,991-0,993
Fermentacao 12 0,977 0,972-0,987
Secagem 5 0,687 0,620-0,932
Améndoa seca 1 0,615 0,615-0,618
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Tabela 7. Frequéncia, variacao e média de infeccao de bolores e leveduras durante o
processo de fermentacao em Arataca-BA

DURANTE A FERMENTACAO - ARATACA — BA

Frequéncia de
Espécie ocorréncia Média de infecgdo Variagdo de infeccao

Aspergillus candidus 1 0,4 0-4
Aspergillus niger 1 0,4 0-4
Byssochlamys sp. 3 1 0-4
Cladosporium sp. 1 0,4 0-4
Aspergillus ruber 1 1,4 0-14
Penicillium roquefort 4 5 0-26
Syncephalastrum sp. 1 0,4 0-4
Leveduras 2 2,6 0-18

*NUmero de vezes em que a espécie/género ocorreu nas amostras.

A presenca de fungos filamentosos nao é desejavel, devido a capacidade
de hidrolisar a polpa da semente, diminuindo a eficiéncia do processo de
fermentacdo. Além de contribuir para geracdo de off-flavors e produgédo de

micotoxinas.

No processo de fermentacdo ocorreu uma sucessao microbiolégica, dos
microrganismos encontrados nos utensilios, méos dos trabalhadores e
ambiente, visto que a polpa do cacau é estéril no momento da abertura. Assim
foi confirmado através das analises microbiologicas, que a contaminacao

ocorreu apos a abertura dos frutos.

As duas fermentacdes observadas durante o estudo foram espontaneas,
sem a adicdo de in6culos. De acordo com a literatura a fermentacdo espontanea
pode ocorrer de 5 a 7 dias, variando de acordo com a espécie do cacau e terroir
(COCOLIN te al., 2000). No inicio desse processo, predominaram um grande
namero de espécies de leveduras, devido ao elevado teor de agucar, baixo pH e
baixa disponibilidade de oxigénio nas duas fermentacbes, que podem ser
observados nos Graficos 1 e 2. De acordo com a literatura as leveduras mais
associadas a fermentacdo no Brasil sdo: Candida bombi, C. pelliculosa, C.
rugopelliculosa, C. rugosa, C. humilis, Yarrowia lipolytica, Kluveromyces
marxianus, Kloechera apiculata, K. thermotolerans, Lodderomyces elongisporus,
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Pichia fermentans, Saccharomyces cerevisiae, e Torulaspora pretoriensi
(PEREIRA et al., 2012, 2013; SCHWAN; WHEALS, 2004).

As leveduras sdo responsaveis pela producdo de polifendis, alcoois,
ésteres e aldeidos, que estéao diretamente associadas a formacéo de compostos
precursores de sabor, aroma e cor das améndoas. Além disso, contribuem no
processo da sucessdo microbioldgica, ja que apresentam elevada atividade
pectinolitica, responsavel por degradar a polpa e consecutivamente aumentar a
oxigenacdo da massa, favorecendo a metabolizacdo do &cido citrico e
aumentando o pH, possibilitando o desenvolvimento das bactérias lacticas e
aceéticas (THOMPSON et al., 2001).

As leveduras encontradas no processo de fermentacdo sdo de suma
utilidade para diminuir o tempo de fermentac&o. Quanto maior a quantidade de
leveduras durante o processo de fermentagcdo, maior a producdo de acido
acético e etanol, que aumentam a drenagem do mel de cacau (polpa viscosa) e
consequentemente diminuem o tempo de fermentacdo em até 24 horas
(OLIVEIRA, 2015).

Sucedem-se entdo as bactérias lacticas, que contribuem para fermentar
o restante dos acUcares da polpa em &acido lactico, elevando o pH e a
temperatura. A primeira etapa da fermentacdo das sementes é anaerdbica,
sendo que 0s primeiros microrganismos a surgirem sao as leveduras que através
da fermentac&o convertem os carboidratos em etanol, diminuindo os agucares
fermentaveis. Sucedem-se entdo as bactérias acido lacticas que também
fermentam esses acucares produzindo &cido latico, elevando ligeiramente o pH
e a temperatura (COPETTI, 2009).

As leveduras e as bactérias laticas desempenham um importante papel
na degradacao da polpa, por meio da secrec¢do de enzimas pectinoliticas, sendo
gue nessa etapa também é possivel encontrar fungos filamentosos. A proxima
etapa envolve o revolvimento das améndoas no cocho de fermentacédo, onde o
material € aerado. Iniciando-se a fermentacdo aerdbica, que favorece a

sucessdo de bactérias acéticas, promovendo a oxidagdo do etanol e
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consecutivamente produzindo uma reacdo exotérmica com elevacdo da
temperatura para 45°- 50°C (SILVA, 2007).

No final do processo de fermentacdo encontramos os fungos
filamentosos, principalmente nas améndoas do topo do cocho, onde existe maior
disponibilidade de oxigénio e temperatura mais amena. A funcao dos fungos na
fermentacdo ainda é pouco explorada, no entanto sabe-se que algumas
espécies podem produzir micotoxinas e podem produzem acidos que alteram o
sabor da améndoa. O surgimento dos fungos durante o processo de fermentacéo
pode ser ainda mais negativo, jA que na etapa de secagem esses indculos
podem voltar a atividade e produzir mais toxinas (PETITHUGUENIN, 2002).

Podemos observar que a fermentacdo das améndoas de Mocajuba-PA
iniciou com a multiplicacdo das leveduras, e em seguida apareceram as
bactérias acéticas ao invés das BAL. Entende-se que essa mudancga ocorreu
porque no primeiro dia de fermentacdo o cocho foi revolvido e essa aeracéo
contribuiu para o aparecimento das BAA. Também podemos notar as BAL se
desenvolveram ap6s mais de 96 horas de fermentacédo, devido a diminuicdo do

pH para 3.

Também podemos observar uma quantidade superior de leveduras na
fermentacdo de Arataca-BA em relagdo a Mocajuba-PA. Evidenciada pela
quantidade de mel de cacau (polpa degradada em estado liquido) expelida em
um curto periodo de tempo, ja que o principal microrganismo responsavel pela

degradacédo da polpa sao as leveduras.

Podemos observar que a sucessao dos microrganismos € similar ao do
cacau bulk, entretanto sabemos que boa parte do cacau ordinario ndo passa pelo
processo de fermentagdo. No trabalho em campo conseguimos observar que
essas améndoas mal fermentadas sdo misturadas com sementes secas,
mofadas, com pragas e doencgas, transformando-se em cacau comodity.
Necessitando de uma sobretorra para mascarar os off-flavors, bem como adicao

de aromatizantes.

Sendo assim, o cacau fino ndo se trata do produto de uma fermentacéao

atipica e inédita. A principal diferenca se da pelo cuidado com a matéria prima,
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trabalhando de forma artesanal, mas zelando pelo primor de cada etapa do
processo. Sao esses detalhes que evitam a formacéao de off-flavors, e essa é a
principal diferenca entre um cacau fino e um cacau bulk. Sé é possivel sentir as
notas sensoriais citricas, florais e herbais, se ndo houver a presenca de odores
desagradaveis, e 0 mais importante, que nao precise levar nenhum tipo de

aromatizante artificial para encobrir o sabor.

5.1.5 CONCLUSAO

A micobiota encontrada durante ambas as fermentacdes foi diversa,
contemplando pelo menos 15 géneros de bolores. Foram encontrados todos 0s
microrganismos tipicos da fermentacdo do cacau, como BAL, BAA, bolores e
leveduras. Assim podemos concluir que as amostras da fermentacdo de
améndoas de cacau fino, corresponderam as mesmas caracteristicas da
literatura, quando comparadas ao cacau bulk. Entretanto a principal diferenca
entre elas foi o cuidado durante o processo. Para se produzir um bom chocolate

€ necessario que se produza um cacau de qualidade, livre de off-flavors.
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6. CAPITULO Il

6.1 METODOLOGIA E ANALISE PARA DETERMINACAO
DE AFLATOXINA EM CHOCOLATE
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6.1.1 RESUMO

Neste capitulo os resultados dos ensaios de otimizacdo da metodologia
para deteccédo e quantificacdo de aflatoxina B1, B2, G1 e G2 em chocolates finos
comerciais sdo descritos. A aflatoxina foi extraida com solu¢cdo de metanol:agua,
filtrada, suspendida em PBS e purificada em coluna de imunoafinidade da marca
VICAM. Consecutivamente ressuspendida em metanol:agua e analisada em
cromatografia de alta eficiéncia (HPLC). A otimizacdo da metodologia analisou
fatores como seletividade, lineariedade, limite de deteccdo e nivel de
recuperacdo das amostras. Concluindo que a metodologia empregada foi
adequada para detecc¢do da aflatoxinas em chocolate. Foi avaliada a ocorréncia
de aflatoxinas em 94 amostras de chocolate fino bean to bar do mercado. Os
maiores niveis de aflatoxinas estavam presentes nos chocolates que continham

uma porcentagem maior de cacau.

6.1.2 INTRODUCAO

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos por algumas espécies
de fungos toxigénicos, que podem vir a causar efeitos toxicos em humanos e
animais, dependendo da quantidade ingerida. A toxicidade dessas micotoxinas
podem ser potencializadas quando combinada com outras doencas, como por
exemplo as doencas imunossupressoras (Hussein & Brassel, 2001). O
monitoramento dessas toxinas é de suma importancia, visto que existe uma
ampla variedade de alimentos susceptiveis a contaminacao fungica (MAZIERO;
BERSOT, 2010).

Existem alterac6es desejaveis quando estudamos a atividade dos fungos,
como por exemplo na fabricacdo de queijos, alimentos orientais como shoyu,
misso, etc. Entretanto em muitos casos os bolores podem causar transformacdes
indesejaveis nos alimentos, como odores e sabores desagradaveis,
comprometendo a sanidade dos produtos. Alguns desses géneros de fungos
podem produzir micotoxinas, destacando-se no presente estudo as aflatoxinas
(Diniz, 2002).
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Algumas espécies de fungos como Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, sdo produtoras de aflatoxinas e tem chamado a atencdo mundial,
por ser um grupo de micotoxinas com grande potencial toxico e por ser comum
em vérios alimentos (TORREY et al. 1977).

Os alimentos mais susceptiveis a contaminacdo por espécies de Aspergillus
section Flavi sdo amendoim, milho, algodao, castanha do Brasil, cacau entre
outros. Tanto o substrato quando o meio ambiente de producdo desses
alimentos € propicio para o desenvolvimento desse grupo de fungos. A atividade
de agua necessaria para o crescimento do A. flavus € de 0,80 a >0,99 (6timo
0,98). Para a producéo das aflatoxinas os valores sao de 0,82 a >0,99 e a
atividade de 4gua considerada mais favoravel é de 0,95 a 0,99 (ICMFS, 1996).

Outro fator determinante para producdo dessas toxinas é a temperatura.
Segundo a ICMFS (1996), a temperatura de crescimento de A. flavus varia de
10 a 43°C, sendo que a temperatura otima é de 33°C. Ja a temperatura para

producédo das aflatoxinas € de 13 a 37°C.

De acordo com BUCHANAN e AYRES (1995), o pH é um outro fator
determinante para multiplicacdo e producdo das aflatoxinas. Seus estudos,
revelam maior producédo na faixa de pH entre 4 e 6. Sendo que o pH menor que

6, favorece principalmente a producéo de aflatoxina B1, B2, G1 e G2.

Dentre os métodos de deteccdo e quantificacdo de aflatoxinas, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detecc¢ao por fluorescéncia,

tem sido a mais usado, por permitir a deteccao de niveis baixos de toxinas.

Até o momento, dezoito espécies do género Aspergillus sdo considerados
produtores de aflatoxinas: Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius, A.
pseudonomius, A. novoparasiticus, A. pseudotamarii, A. togoensis, A.
pseudocaelatus, A. luteovirescens, A. minisclerotigenes, A. arachidicola, A.
sergii, 14 A. transmontanensis, A. mottae, A. aflatoxiformans, A. austwickii, A.
pipericola e A. cerealis (FRISVAD et al., 2019). Todavia A. flavus, A.parasiticus
e A. nomius, tém sido os mais frequéntes na natureza. As principais aflatoxinas
produzidas e destacadas sao B1, B2, G1 e G2, sendo B1 a mais comum de ser

encontrada nos alimentos. Essas toxinas sao encontradas principalmente em
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alimentos como amendoim, castanha do brasil, pimenta, cacau, milho entre
outros (TANIWAKI et al., 2014, PITT & HOCKING, 2009).

Os limites estabelecidos para aflatoxinas ndo seguem o mesmo padrao.
Na maioria dos paises a média varia de 0 a 50 pg/kg (ppb), porém em paises da
Europa o valor maximo é de 20 ug/kg, tendo um controle mais rigoroso. O Brasil
segue o0 mesmo limite, sendo que o valor de aflatoxina total ndo pode exceder
20 pg/kg na maioria dos casos. Esses critérios foram desenvolvidos com base
no Codex Alimentarius, e deve ser respeitado para venda e comercializacao

desses produtos, aplicando-se as industrias e produtores.

Segundo os limites atuais fixados na RESOLUCAO N° 722 e IN 160, DE
01 de julho de 2022, que define os limites maximos tolerados (LMT) para
micotoxinas em alimentos, os produtos de cacau e chocolate devem conter no
maximo 5 pg/kg de aflatoxinas totais (BRASIL, 2022). No entanto, devido a
carcinogenicidade das aflatoxinas, ndo existem valores toleraveis para ingestao
semanal, sendo assim 0 consumo deve ser 0 mais baixo possivel (JECFA, 1998).
O chocolate por ndo ser um produto consumido em grandes quantidades diarias,
a sua ingestao nao se torna tdo alarmante. Contudo o chocolate e produtos de

chocolates sdo consumidos pelas criancas 0 que traz uma certa preocupacao.

As aflatoxinas presentes no chocolate na maioria das vezes se devem
pela contaminagdo fungica durante o processamento priméario das améndoas.
Tanto o desenvolvimento fungico quanto a producdo de micotoxinas, s&o
regulados por fatores intrinsecos e extrinsecos. Como a viabilidade das cepas,
atividade de 4gua, substrato, umidade, temperatura e interagdo com outros
microrganismos (PITT & HOCKING, 1997). No processo primario do cacau, as
sementes ficam em contato com o solo, utensilios e colaboradores, além de
possuir alta atividade de agua e umidade. Estes fatores podem proporcionar um
6timo ambiente para o desenvolvimento fungico e até mesmo para a producao

de micotoxinas.

Nestas condi¢cdes, o presente capitulo teve o objetivo de otimizar a
metodologia e analisar quantitativamente os niveis de aflatoxinas em améndoas

de cacau e chocolate.
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6.1.3 MATERIAS E METODOS

6.1.3.1 Otimizag&o da metodologia de aflatoxinas em cacau e chocolate

A metodologia desenvolvida foi baseada na metodologia de STROKA et
al. (2000). Foi realizada a extragcdo por metanol:agua, a limpeza por uma coluna
de imunoafinidade com anticorpos especificos para aflatoxina. Os compostos
foram detectados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com

detector de fluorescéncia.

6.1.3.2 Etapa de extracao clean-up

Foram trituradas 20g de amostra em moinho elétrico, em seguida, foram
adicionados 2g de NaCl e 120 mL de solucdo metanol:dgua (8:2, v/v). Esta
mistura foi agitada em Shaker por uma hora. A solucao foi filtrada primeiramente
em um funil com papel de filtro qualitativo (Whatman n°® 2) e em seguida, com
papel de filtro de microfibra de vidro (Whatman A-H). Logo apoés a filtracao, foi
retirada uma aliquota de 4 mL, suspendido com 24 mL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) e agitado manualmente. Duas colunas de
imunoafinidade especificas para aflatoxinas, das marcas VICAM e R-Biopharm
foram testadas (Figura 42). Uma seringa de 25 mL foi acoplada na coluna de
imunoafinidade, onde a solucdo extraida foi filtrada com o auxilio de uma bomba
de vacuo, com fluxo de 2 a 3 mL/ minuto. Em seguida foi realizada a lavagem da
coluna com 30 mL de agua ultrapura Milli-Q (Merck). Para a eluicdo das
aflatoxinas da coluna de imunoafinidade, foi usado 4 mL de metanol grau HPLC.
O extrato foi evaporado em fluxo de nitrogénio e ressuspendido em 1 mL de
solucdo metanol:agua (2/3, v/v) e filtrado em seringa acoplada de filtro de 45 pum
(Milex PFTE). Por ultimo o isolado foi transferido para um vial para ser injetado

no cromatografo.
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Figura 42. Colunas de imunoafinidade (Fonte: préprio autor)

6.1.3.3 Deteccéo e quantificacao de aflatoxinas por HPLC

O equipamento utilizado foi um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(HPLC) da marca Agilent 1260 Infinity (California, EUA) com detector de
fluorescéncia a 362 nm de excitagcdo e 455 nm de emissdo, acoplado a um
KOBRA CELL (R-biopharm), ligado a uma corrente de 100 pA, para
derivatizacdo das aflatoxinas B1 e G1. Uma coluna de guarda ODS (1,8 pm, 40
x 15 mm) e uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (5 um, 4,6 x 150 mm) foi

utilizada para a separacdo dos compostos.

A fase movel utilizada foi agua:acetonitrila:metanol (6:2:3, v/v/v),
adicionada de 119mg de KBr e 350uL de acido nitrico 4M por litro, em um fluxo
de 1mL/min. Um padrdo de aflatoxinas (Sigma, EUA) foi utilizado para a
construcéo da curva padrdo com a area dos picos versus a concentracéo (ug/L).
A concentragdo das aflatoxinas no extrato da amostra foi determinada pela
interpolacdo da area do pico resultante no gréafico de calibracdo seguindo a
metodologia de COPETTI et al. (2009). O volume de inje¢éo foi 50pL tanto para

a solugéo padréo quanto para as amostras.
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6.1.3.4 Limites de deteccédo e quantificacao

Para estabelecer os valores de limite de quantificacdo (LOQ) e limite de
deteccado (LOD) foram realizadas 8 repeti¢ces utilizando amostras de chocolate
e améndoas de cacau trituradas que ndo apresentavam contaminacdo por
aflatoxina. A recuperacgédo foi calculada através da adi¢cdo 0,50 pug/kg de uma
solugdo padrdo, contendo 0,5 mL de cada aflatoxina (B1, B2, G1 e G2) nas
amostras. O limite de deteccdo e a otimizacdo do método foi baseado nas

recomendacdes do Eurachem Guides (2014).

6.1.3.5 Teste de recuperacéo

Para o teste de recuperagdo das aflatoxinas, foi realizada a mesma
metodologia descrita acima. A amostra de 20 g de améndoas de cacau foi
contaminada com um padréo contendo 50 pL de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. A
solucéo padréo (SIGMA, EUA) corresponde a 0,5 mL de cada aflatoxina, B1, B2,
Gle G2

Os seguintes parametros foram empregados para avaliar a otimizacao do
método: seletividade e especificidade (detector de fluorescéncia, colunas de
imunoafinidade, teste de comparacao nas amostras branco e contaminado, teste
de confirmacdo das toxinas). Os testes foram realizados nas colunas de

imunoafinidada VICAM e R- Biopharm.

6.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 8 e 9 mostram os valores de recuperacgéo das aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2 utilizando as colunas de imunoafinidade R-Biopharm e Vicam,

respectivamente.
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Tabela 8. Recuperacao das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 utilizando a coluna de

imunoafinidade R- Biopharm.

COLUNA R-BIOPHARM

AFLATOXINA Bl

Recuperacéo
Repeticdo | Contaminacao (L) | Recuperacao (ng/qg) %
A 50 3,1602 141,35
B 50 3,1026 138,77
C 50 3,5626 159,35
Média 3,2751 146,49
Desvio padrao 0,19
AFLATOXINA B2
Recuperacéo
Repeticdo | Contaminacdo (UL) | Recuperacéo (ng/q) %
A 50 2,3334 141,35
B 50 1,2855 138,77
C 50 2,6789 159,35
Média 2,0993 146,49
Desvio padrao 0,59
AFLATOXINA G1
Recuperacéo
Repeticdo | Contaminacao (UL) | Recuperacao (ng/q) %
A 50 1,4460 118,11
B 50 0,8250 67,39
C 50 1,8960 154,87
Média 1,3890 113,46
Desvio padrao 0,44
AFLATOXINA G2
Recuperacéo
Repeticdo | Contaminacdo (UL) | Recuperacao (ng/q) %
A 50 0,1710 22,35
B 50 0,0579 7,53
C 50 0,1592 20,86
Média 0,1294 16,91
Desvio padrao 0,05
AFLATOXINA TOTAL MEDIA 105,84
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Tabela 9. Recuperacao das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 utilizando a coluna de

imunoafinidade Vicam.

COLUNA VICAM

AFLATOXINA B1

Repeticdo | Contaminacao (uL) | Recuperacao (ng/g) | Recuperacédo %
A 50 2,3850 102,74
B 50 2,2575 56,61
C 50 2,4270 50,12
Média 2,3565 69,82
Desvio padrdo 0,07
AFLATOXINA B2
Repeticdo | Contaminacao (uL) | Recuperacao (ng/g) | Recuperacédo %
A 50 2,7720 107,89
B 50 5,1300 134,81
C 50 5,4585 108,52
Média 4,4535 117,07
Desvio padrao 1,20
AFLATOXINA G1
Repeticdo | Contaminacao (uL) | Recuperacao (ng/g) | Recuperacdo %
A 50 2,2662 108,59
B 50 2,2995 67,63
C 50 2,4378 57,35
Média 2,3345 77,86
Desvio padrao 0,07
AFLATOXINA G2
Repeticdo | Contaminacao (uL) | Recuperacao (ng/g) | Recuperacédo %
A 50 1,3920 98,44
B 50 2,1300 100,42
C 50 2,6970 95,37
Média 2,0730 98,08
Desvio padrao 0,53
AFLATOXINA TOTAL MEDIA 90,71

A média total de recuperacgéo das aflatoxinas utilizando a coluna R-Biopharm
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foi de 105,84% e da coluna Vicam foi de 90,7%. Sendo assim, quando olhamos
apenas para a média total das aflatoxinas, ambas parecem estar dentro dos
parametros permitidos. Entretanto quando observamos os resultados de

recuperacéo de cada toxina isoladamente, podemos observar que a coluna R-



Biopharm excede os niveis de recuperacdo para B1 e B2, além de ter uma

baixissima recuperacéo para G2, chegando a média de 16,5%.

J& ao observarmos os niveis de recuperacao da coluna Vicam, percebemos
gue os valores atentam para os critérios estabelecidos. Tendo uma linearidade
melhor quando comparado a coluna R-Biopharm. Ambos os resultados foram
comparados com a Diretiva da Comunidade Européia 98/53/CE (1998), que
determina faixa de recuperacdo ente 80 e 120% para niveis superiores a 10
Hg/Kg, 70 e 110% para niveis entre 1 e 10ug/Kg e entre 50 e 120% em niveis
menores que 1 pg/Kg. Sendo assim, a média de recuperacéo utilizando a coluna

Vicam foi considerada mais proxima aos limites determinados.

Anteriormente a este teste, foi realizado um ensaio onde se utilizou uma
solucéo de acetonitrila:agua 8:2, para extracdo da toxina na etapa de clean-up,
tendo como resultado uma baixissima recuperacdo, entre 20 a 43% de
aflatoxinas totais. Portanto, foi realizado um ajuste na metodologia, empregando

0 uso de metanol: 4gua 8:2, que nos permitiu uma maior taxa de recuperacao.

A andlise para deteccdo e quantificacdo de aflatoxina B1, B2, G1 e G2 foi
realizada com a extracdo das toxinas e clean up em coluna de imunoafinidade
especifica da marca Vicam. A deteccdo foi realizada em um cromatografo liquido

de alta eficiéncia (HLPC), conforme a metodologia descrita no capitulo anterior.

De acordo com a Tabela 10, 11, 12, 13 e 14, podemos observar que as
94 amostras de chocolate fino, 100% cacau, 70% cacau, 50% cacau, ao leite e
branco, estavam contaminadas com aflatoxinas. No entanto a maioria das
amostras apresentaram niveis baixos de contaminacao. O limite de deteccao do

método foi de 0,01 pg/kg para cada uma das aflatoxinas B1, B2, G1 e G1.

Tabela 10. Aflatoxinas em chocolates da Bahia

AFLATOXINAS pg/kg

AMOSTRAS — BAHIA Bl B2 G1 G2 TOTAL
Média 0,23 0,11 0,25 ND* 0,58
100% cacau (4) Variagdo 0,06-0,41 0,04-0,25 | 0,05-0,66 ND 0,15-1,17
Média 0,15 0,17 0,15 0,01 0,45
70% Cacau (21) Variagdo 0,05-0,41 0,04-1,35 | 0,03-0,46 | LOD-0,01| 0,13-1,96
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Média 0,34 0,14 0,44 ND 0,92

50% cacau (6) Variagdo 0,14-0,55 0,07-0,21 | 0,13-0,85 ND 0,34-1,61
Média 0,14 0,11 0,13 0,01 0,46

Ao leite (6) Variagdo 0,06-0,29 0,04-0,23 | 0,03-0,21 |LOD-0,01| 0,14-0,57
Média 0,05 0,05 0,03 ND 0,12

Branco (6) Variacao LOD-0,05 0,04-0,05 0,01-0,04 ND 0,11-0,13

* Menor que o Limite de detec¢éo (LOD) do método: 0,01 u/kg

Tabela 11. Aflatoxinas em chocolates do Para

AFLATOXINAS ug/kg
AMOSTRAS — PARA B1 B2 Gl G2 TOTAL

Média 0,23 0,13 0,11 ND* 0,46

100% cacau (2) Variagdo 0,13-0,32 0,07-0,18 | 0,06-0,15 ND 0,26-0,65
Média 0,32 0,08 0,47 0,04 0,9

70% Cacau (6) Variagdo 0,06-1,15 0,04-0,13 | 0,04-2,19 |LOD-0,07 | 0,17-0,64
Média 0,32 0,09 0,13 ND 0,54

50% cacau (4) Variagdo 0,18-0,36 0,05-0,13 | 0,04-0,26 ND 0,35-0,64
Média 0,3 0,25 0,2 ND 0,74

Ao leite (4) Variacdo 0,13-0,41 0,1-0,45 0,12-0,28 ND 0,6-0,97
Média 0,16 0,11 0,1 ND 0,37

Branco (2) Variagao 0,09-0,23 0,06-0,15 0,06-0,14 ND 0,21-0,52

* Menor que o Limite de detecg¢do (LOD) do método: 0,01 u/kg

Tabela 12. Aflatoxinas em chocolates do Amazonas

AFLATOXINAS pg/kg
AMOSTRAS — AMAZONAS B1 B2 Gl G2 TOTAL

Média 0,16 0,04 0,16 ND* 0,36

100% cacau (4) Variagao 0,13-0,2 0,04-0,08 0,12-0,21 ND 0,3-0,44
Média 0,26 0,12 0,24 ND 0,63

70% Cacau (7) Variacao 0,08-0,38 0,09-0,24 0,02-0,42 ND 0,2-1,01
Média 0,13 0,05 0,15 ND 0,32

50% cacau (3) Variacao 0,08-0,16 0,04-0,06 0,12-0,17 ND 0,29-0,34
Média 0,38 0,14 0,33 ND 0,85

Ao leite (2) Variagao 0,34-0,41 0,12-0,16 0,31-0,35 ND 0,77-0,92
Média 0,18 0,12 0,2 0,03 0,52

Branco (2) Variagao 0,15-0,21 0,1-0,13 0,15-0,25 |{0,01-0,04 | 0,47-0,56

* Menor que o Limite de detecgdo (LOD) do método: 0,01 u/kg
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Tabela 13. Aflatoxinas em chocolates de Roraima

AFLATOXINAS pg/kg

AMOSTRAS — RORAIMA Bl B2 G1 G2 TOTAL
Média 0,45 0,44 0,69 ND* 1,57
70% Cacau (2) Variagdo 0,26-0,64 | 0,25-0,62 | 0,39-0,98 ND 0,89-2,24
Média 0,29 0,14 0,39 ND 0,82
50% cacau (2) Variacgao 0,17-0,41 0,08-0,2 0,22-0,55 ND 0,47-1,17

* Menor que o Limite de detecgdio (LOD) do método: 0,01 u/kg

Tabela 14. Aflatoxinas em chocolates do Espirito Santo

AFLATOXINAS pg/kg
AMOSTRAS - ESPIRIRTO SANTO Bl B2 G1 G2 TOTAL
Média 0,61 22,04 0,25 ND* 22,89
70% Cacau (5) Variacao LOD-2,74 | 0,15-62,74 | 0,01-0,75 ND 0,57-63,49
Média 0,27 0,12 0,28 ND 0,66
Ao leite (4) Variagdo 0,12-0,35 0,06-0,19 | 0,09-0,45 ND 0,26-0,91
* Menor que o Limite de detecgdo (LOD) do método: 0,01 u/kg

De acordo com os resultados, podemos observar que os niveis totais de
aflatoxinas séo ligeiramente maiores no estado de Roraima em seguida do Para,
guando comparados com o da Bahia e do Amazonas. Ja no Espirito Santo os
valores foram mais elevados por conta de algumas amostras. Duas amostras
apresentaram valores discrepantes sendo analisadas novamente para
verificacdo dos niveis de aflatoxinas. Todavia estas duas amostras
permaneceram com o0s niveis acentuados de aflatoxinas, uma contendo 21,89 e
outra 65,49 pg/kg. Ao investigarmos a razdo desta elevada concentracéo,
pudemos observar que se tratavam de amostras de chocolate com adicdo de
amendoim, gergelim e folhas de ouro 24k. Este fato nos sugere que é possivel
gue esses ingredientes utilizados na composi¢do estavam contaminados com

niveis elevados de aflatoxinas, interferindo diretamente no resultado.

As amostras de chocolate branco apresentaram os menores niveis de
aflatoxinas, quando comparado aos demais tipos. Isso se deve ao fato de que

esses produtos levam apenas manteiga de cacau em sua composi¢cao, sendo
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ainda adicionado acucar e leite em p6. As aflatoxinas geralmente ficam na

porcao néo lipidica do produto, isto é, na torra do cacau e ndo na manteiga.

Os niveis de aflatoxinas apresentados sdo semelhantes aos descritos por
COPETTI (2009), a pesquisa avaliou 100 amostras de chocolates industriais em
poé e em barra, provenientes de cacau bulk. Os niveis de contaminacdo das
amostras de chocolates ao leite e meio amargo variaram de 0,04 a 1,28 pg/kg,
respectivamente. Podemos comparar 0s niveis de contaminacdo do meio
amargo com os chocolates finos de 50%, 70% e 100% de cacau. Os niveis de
aflatoxinas dessas amostras variaram de 0,45 a 1,57 ug/kg, valores similares ao
estudo de COPETTI (2009).

Os chocolates industriais possuem teor de cacau entre 40 a 50%, passam
por mais processos de refinamento e fracionamento, o que em tese poderia
diminuir o teor de aflatoxinas. Os chocolates finos apresentaram um nivel de
contaminacdo menor quando comparado ao chocolate comercial. Isso se deve
ao fato de o processamento primario do cacau fino ser muito mais rigoroso e
cuidadoso. Os frutos contaminados por fungos sao descartados e ndo séo
utilizados durante o processamento, ja o chocolate industrial utiliza cacau bulk,
gue provem de frutos muitas vezes infectados por fungos. No processamento do
cacau bulk ndo existe um controle rigoroso sobre a selecdo e fermentacao,
fazendo com que as améndoas se tornem mais infectadas, podendo aumentar a

concentracao de aflatoxinas.

Apesar de todas as amostras estarem contaminadas por aflatoxinas, os
valores médios dos chocolates analisados foram baixos, portanto, 0 consumo
desses produtos representa uma fracdo minima de contaminacéo na dieta dos

seres humanos.

6.1.5 CONCLUSAO

A metodologia de extragdo e recuperacdo se mostrou eficaz, utilizando
extracdo por metanol:dgua e coluna de imunoafinidade da marca Vican. Os

valores de aflatoxinas encontrados nos chocolates finos analisados encontram-
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se baixos, dentro do limite maximo de contaminagéo permitidos pela ANVISA (IN
161/22) de 5 pg/kg de aflatoxinas totais (BRASIL, 2022). As amostras com maior
concentracdo de cacau apresentaram maior concentracdo de aflatoxinas,
quando comparadas ao chocolate branco. Ja que este possui apenas a fracdo
liidica do cacau, e as aflatoxinas geralmente ficam na porcéo nao lipidica do
produto, isto é, na torra do cacau e ndo na manteiga. Os chocolates finos
apresentaram um nivel de contaminacdo menor quando comparado ao
chocolate comercial analisado em estudos anteriores. I1Sso se deve ao fato de o
processamento primario do cacau fino ser muito mais rigoroso e cuidadoso. Os
frutos com infec¢des fungicas ndo sdo utilizados durante o processamento,
enquanto os chocolates feitos com cacau bulk levam em sua composic¢do este
tipo de matéria prima. Fazendo com que a concentracdo de aflatoxina se torne
maior. Conclui-se que os chocolates bean to bar ndo representam uma grande
fonte de aflatoxinas na dieta dos humanos. Entretanto, € um produto amplamente
consumidos por criangas, desta forma é importante que seja feito um controle

dos niveis e ocorréncia.
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