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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs) sdo um grupo de compostos
considerados contaminantes ambientais e de alimentos. Os HPAs s&do formados
durante a queima incompleta de matéria organica e treze desses compostos Sao
considerados potencialmente carcinogénicos e genotoxicos pelo Comité Conjunto
FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA). Um dos alimentos onde os
HPAs podem estar presentes é o cacau e seus produtos derivados. A contaminacdo
pode ocorrer devido a presenca de fumaca proveniente da queima de madeira ou de
outras fontes na etapa de secagem das améndoas e as altas temperaturas
envolvidas na torrefacdo das mesmas. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi
avaliar a ocorréncia de treze HPAs em améndoas de cacau e nos produtos obtidos
nas diferentes etapas do processo de fabricacdo, de modo a identificar os possiveis
pontos de contaminagdo ou reducdo/eliminacdo desses compostos. Desta forma,
foram coletadas améndoas de cacau fementadas e secas com e sem fumacga na
regido da Bahia. As mesmas foram torradas em diferentes tempos (0 a 120 minutos)
e temperaturas (120, 135 e 150°C). O método analitico para determinacdo dos HPAs
envolveu extracdo liquido-liquido, limpeza em cartuchos de fase solida (C18) e
determinacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
fluorescéncia (HPLC-FLD). Foi observada uma contaminacdo inicial tanto na
améndoa seca sem fumaga como com fumacga, de 1,78 pg/kg e 66,24 ug/kg para o
somatoério dos HPAS, respectivamente. Foi observada uma reducdo nos niveis de
HPAs com o aumento do tempo e da temperatura de torracdo. Os maiores niveis
destes compostos foram detectados nas amostras provenientes de améndoas secas
com fumaga, possivelmente por uso inadequado dos secadores rotativos. Foi
verificada uma tendéncia de migracdo dos HPAs para a manteiga de cacau. Os
dados obtidos podem contribuir para o estabelecimento de praticas de mitigacdo da

contaminacao por HPAs.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; cacau; manteiga de

cacau; liquor de cacau; cacau em po.



ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of compounds
considered as environmental and food contaminants. PAHs are formed during
incomplete combustion of organic matter and 13 of them are considered by the Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) as potentially carcinogenic
and genotoxic. One of the foods that might be contaminated by PAHSs is cocoa and
its byproducts. The contamination may occur due to the use of smoke on the drying
step of the process and due to the high temperatures used for toasting the cocoa
beans. Therefore, the objective of the present study was to evaluate the occurrence
of 13 PAHs in cocoa beans and its byproducts and identify possible sources of
contamination and reduction/elimination. Cocoa beans samples dried with and
without smoke were collected from Bahia region. Beans were toasted in different
times (0 to 120 minutes) and temperatures (120, 135 e 150°C). Analytical method for
PAHs determination involved liquid-liquid extraction, cleanup with solid phase
extraction (C18) and determination by high performance liquid chromatography with
fluorescence detection (HPLC-FLD). Cocoa beans dried without and with smoke
were already initially contaminated (time 0) with the sum of PAHs varying from 1.78
pg/kg to 66.24 pg/kg, respectively. When higher temperatures and roasting time were
applied a reduction in PAHs levels was observed. The highest levels of these
compounds were detected on the byproducts from cocoa beans samples dried with
smoke, possibly due to the inadequate use of the dryers. A tendency for PAHs to
migrate to cocoa butter was observed. Data obtained may enable the
recommendation of practices that can lead to the reduction of contamination by
PAHSs.

Key words:

Polycyclic aromatic hydrocarbons; cocoa; cocoa butter; cocoa liquor; cocoa powder.
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INTRODUCAO

O cacau € um fruto nobre e tradicional na agricultura brasileira. Sua producao
envolve milhares de propriedades no pais, localizadas em sua grande parte no sul
da Bahia (IBGE, 2019). O Brasil sempre esteve entre 0s seis maiores produtores de
améndoa de cacau no mundo e se encontra atualmente em quinto lugar na posicao
em relagdo a producdo e em relagdo ao consumo mundial de chocolate. Seu cultivo,
comercializacdo e industrializacdo tém um papel econémico, social e ecologico
importante para o pais (ICCO, 2019; IBGE, 2019).

Os principais produtos derivados do cacau séo o liquor de cacau, o cacau em
pé e a manteiga de cacau, que sdo utilizados na fabricacdo de chocolate e como
ingredientes para confeitos, produtos de confeitaria e panificacdo (BECKETT et al.,
2017). O chocolate € um dos alimentos mais apreciados mundialmente devido ao
sabor e, em parte, ao seu poder energético e, mais recentemente, as propriedades
funcionais. A principal delas € a reducdo de riscos de contracdo de doencas
cardiovasculares devido a presenca de flavonoides em sua composicdo (MATTIA et
al., 2017; KRUGER et al., 2014).

Durante o processamento do cacau algumas etapas, como a secagem e a
torracdo, podem envolver o uso de altas temperaturas, o que pode levar a formacao
de contaminantes como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (ZYZELEWICZ et
al., 2017; WANDAN et al., 2011; AIKPOKPODION et al., 2013).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos organicos
contendo dois ou mais anéis aromaticos condensados e sédo formados a partir da
gueima incompleta de material organico. Com estas caracteristicas ha possibilidade
de um variado numero de anéis e posi¢cdes, 0 que leva a existéncia de mais de 100
HPAs reconhecidos pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
sendo que alguns deles sd@o considerados potencialmente carcinogénicos e
genotoxicos. A contaminacdo de alimentos por HPAs deve-se principalmente a
poluicdo do ar e da agua, a sua presenca em solos terrestres e marinhos e a certos
tipos de processamentos como defumacgdo, torrefacdo e secagem direta com
madeira (WHO, 1998; EFSA, 2008). Desta forma, recomenda-se estratégias por



parte das industrias e dos consumidores, a fim de minimizar a exposi¢do humana
aos HPAs (WHO, 2005).

O presente estudo teve como objetivo avaliar améndoas de cacau assim
como os produtos obtidos de seu processamento, incluindo o liquor de cacau,
manteiga de cacau e cacau em pd, quanto a presenca de treze HPAs considerados
carcinogénicos e genotéxicos pelo Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em
Aditivos Alimentares (JECFA) (WHO, 2005). Através dos resultados gerados
pretende-se contribuir com a identificacdo das etapas do processamento que
possam estar envolvidas na formagdo desses compostos, permitindo recomendar
acOes para eliminacdo e/ou reducdo dos niveis destes compostos nos produtos

derivados do cacau.
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OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal identificar as possiveis
etapas de contaminacdo ou de reducdo/eliminacdo dos niveis de hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos durante o processamento de cacau.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Validar um método analitico para analise de treze HPAs em améndoas de
cacau, cacau em po, liqguor de cacau e manteiga de cacau;

o Avaliar o binbmio tempo e temperatura de torracdo das améndoas de cacau
na formacéo dos HPAs;

o Avaliar a transferéncia para os produtos derivados (liquor de cacau, cacau em

pd, e manteiga de cacau) obtidos no processo.



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cacau

O maior produtor mundial de cacau é a Costa do Marfim, produzindo, de
acordo com a Organizacdo Internacional do Cacau (ICCO, 2019), 1,9 milhdes de
toneladas de cacau por ano, seguido de Gana, com 850 mil toneladas por ano. O
Brasil permanece uma das poténcias mundiais da producdo de cacau. De acordo
com o IBGE estima em 2019 uma producdo anual de 250 mil toneladas de cacau,
com um rendimento médio de 431 quilos de cacau por hectare. A Bahia € o principal
produtor brasileiro, participando com 47,8 % do total colhido no pais (119 mil
toneladas de cacau no ano), sendo seguida pelo Par4, com uma participacédo 45,1%
(producao de 112 mil toneladas por ano) (IBGE, 2019).

O cacaueiro (Theobroma cacao L) é uma arvore tipicamente de clima tropical
adaptada as temperaturas meédias de 25°C. Ele cresce em zonas de vegetacéo
densa, solos férteis e bem drenados. A planta alcanca normalmente de 4 a 8 metros
de altura com copa variando de 4 a 6 metros de diametro. Cultivado em seu habitat
natural, as arvores de grande porte promovem o sombreamento necessario para o
seu crescimento e protegem os solos dos efeitos das chuvas de eroséo e lixiviagado
(FERRAO, 2002). O cacaueiro comeca a produzir frutos a partir do segundo ano de
plantio, podendo ser colhidos o ano todo (LIMA, 2010).

As flores do cacaueiro aparecem em ramos e troncos ao longo do ano,
embora com intensidades diferentes, em boas condicdes de vegetacdo chega a
produzir mais de 10.000 flores por ano (LIMA, 2010). A fecundacdo das flores, é
geralmente entomdfila pela polinizagdo através de insetos e anemodfila pela
polinizacdo através do vento, porém pode ocorrer a auto-fecundacdo ou a
polinizagdo cruzada. Apos a fecundagdo, o ovario se desenvolve, o pedudnculo
engrossa e endurece, gerando assim o fruto que vai crescendo progressivamente
(FERRAO, 2002).

De acordo com 0s grupos genéticos, os frutos variam em relacdo a forma,
dimensdes, aspectos exteriores, coloracdo externa e casca. S8o reconhecidos trés

grupos genéticos, como apresentados na Figura 1: Criollo, Forastero e Trinitario.



Criollo: apresentam frutos com superficie rugosa, sabor suave, formato alongado e
com coloracdo vermelha quando maduros. As sementes sdo ovais e encontram-se
relativamente soltas na polpa. Os cotilédones sem células pigmentadas sdo de
coloracdo branca. Este grupo é considerado de boa qualidade, sendo desta forma
destinado a producdo de chocolates finos, porém ndo tem uma produtividade alta
em comparacdo aos outros grupos. As principais regides onde podem ser
encontrados sdo América Central e na América do Sul (Venezuela e Coldmbia)
(BECKETT etal., 2017; AFOAKWA, 2016).

Forastero: apresentam frutos com superficie lisa, sabor amargo, formato
arredondado e coloracdo amarelada quando maduros. As sementes sdo achatadas
e seus cotilédones tém células pigmentadas com coloracdo Vvioleta-intenso.
Geralmente, este grupo tem alta produtividade e também é responsavel pela maior
parte da producao de chocolate. Entretanto, a qualidade € inferior a do grupo Criollo.
O grupo Forastero é predominante no Brasil, na Africa e em outros paises da
América Latina (BECKETT et al., 2017; AFOAKWA, 2016).

Trinitario: constituem em frutos oriundos do cruzamento do Criollo com o Forastero,
apresentando caracteristicas intermediarias entre 0s grupos originarios, gerando
desta forma produtos de melhor qualidade (BECKETT et al., 2017; AFOAKWA,
2016).

Criollo Forastero Trinitario

Figura 1: Grupos genéticos principais do cacau.
Fonte: BARRY CALLEBAUT, 2018.

O fruto € composto por casca, polpa e semente. A casca € dura e pode ser
rugosa ou nado, e é responsavel por 75 % do peso do cacau (LIMA, 2010). A polpa

apresenta um conjunto de células esponjosas mucilaginosas contendo agua,



acucares (frutose, glicose e sacarose), pentosanas, acido citrico e pectina, e sao
empregadas na producdo de geleias, bebidas e gelatinas. A semente € formada por
um embrido, dois cotilédones protegidos por uma testa, e encontra-se envolvida pela
polpa (FERRAO, 2002).

Caracteristicas gerais das sementes

As sementes de cacau sdo compostas por metabdlitos primarios como
carboidratos, lipideos e proteinas, como também por metabdlitos secundarios como
0s compostos fendlicos e reservas de nitrogénio sob forma de purina alcaloides,
(teobromina e cafeina). Alguns destes compostos estdo apresentados na Tabela 1
(FERRAO, 2002).

Tabela 1. Composicdo quimica da semente de cacau ndo fermentada (em porcentagem
sobre 0 peso seco das améndoas).

Componente Cotilédones Polpa Testa
Agua 35 84,5 9,4
Celulose (fibras) 3,2 - 13,8
Amido 4,5 - 46
Pentoses 49 2,7 -
Sacarose - 0,7 -
Hexose 11 10 -
Matéria gordurosa 31,3 - 3,8
Proteinas 8,4 0,6 18
Teobromina 2,4 - -
Cafeina 0,8 - -
Polifenéis 5,2 - 0,8
Material residual inorganico 3,2 15 8,2

Fonte: AQUARONI et al., 2001.

Os metabolitos primarios sdo encontrados em maior porcentagem na semente
de cacau. Os lipideos sdo compostos por glicerideos, contendo acidos graxos
saturados (&cido palmitico e estearico) e ndo saturado (acido oléico) (AQUARONI et
al., 2001). As proteinas presentes em maior quantidade séo a globulina, prolamina e
glutelina, sendo a albumina a fracdo principal de proteina bruta (VOIGT; BIEHL;
WAZIR, 1993).

Os metabdlicos secundarios como os alcaloides teobromina e cafeina
pertencem a familia das purinas, sdo conhecidos como estimulantes do sistema

nervoso central, cardiovasculares, gastrointestinais e respiratérios. Porém a



teobromina tem efeito menos estimulante que a cafeina, pois ela ativa a producéo de
serotonina que € conhecida como relaxante (PINILLA; ASTIBIA; FRANCO, 2015).
Uma vez que o grau de volatilizacdo desses compostos é alto, ocorre uma perda de
20 a 30% durante a etapa de fermentacdo e aquecimento das améndoas de cacau,
0 que propicia diminuicdo do amargor das améndoas (LIMA et al., 2011).

Os polifendis apresentam funcdo antioxidante, podendo limitar varias doencas
degenerativas associadas a oxidagdo, além de possuir propriedades
“antienvelhecimento”, e também protegem os neurbnios de danos induzidos por
neurotoxinas (MANACH et al., 2004; NEHLIG, 2012; MALEYKI, JALIL; ISMAIL,
2008). Os principais compostos fenélicos encontrados na semente de cacau sdo 0s
flavondis, que incluem as catequinas, antocianinas e leucocianidinas (AQUARONI et
al.,, 2001). Estes compostos sdo armazenados nos cotilédones da semente de
cacau, mas podem sofrer difusédo para o exterior do cotilédone, e consequentemente
migrarem para a testa, gerando um material mais enriquecido e com grande
interesse para indGstria (HERNANDEZ et al, 2017; OKIYAMA; NAVARRO;
RODRIGUES, 2017).

Tanto a planta como as sementes de cacau dependem de diversos fatores,
como origem genética, processamento (fermentacdo e secagem), condi¢cdes
ambientais e culturais que podem interferir na composicdo quimica, aroma e
coloracdo das améndoas de cacau, as quais estdo relacionadas a qualidade dos
produtos derivados e ao desempenho tecnologico (SALTINI; AKKERMAN; FROCH,
2013; EFRAIM et al., 2010).

Qualidade das améndoas de cacau

A Instrucdo Normativa do MAPA n° 38, de 3 de junho de 2008 estabelece um
Regulamento Técnico com objetivo de definir o padrao oficial de classificacdo da
améndoa de cacau, considerando seus requisitos de identidade e qualidade, a
amostragem, o modo de apresentacdo e a marcacao ou rotulagem, nos aspectos
referentes a classificacdo do produto. A prova de corte consiste em um teste para
avaliar a qualidade das améndoas apds a etapa de fermentacdo e secagem. Este
método avalia cor, textura, injdrias, infestagcbes por pragas durante a estocagem e

contaminacdo por fumaca ou fungos. A classificacdo dos lotes € realizada por tipos



de acordo com o percentual de defeitos (odores estranhos, mofos entre outros)
(BRASIL, 2008).

Para as industrias processadoras de cacau, a qualidade da améndoa de
cacau estad relacionada com alguns parametros como teor de umidade, teor de
lipideos, acidez e teor de impurezas. Para garantir uma boa conservacdo das
sementes e ndo favorecer o crescimento de fungos, o teor de umidade maximo deve
ser de 8%, (BRASIL, 2008). Ja o teor de lipideos nas améndoas esta relacionado
com caracteristicas de cor, aroma e estabilidade do chocolate (SATO, 2001). A
acidez é um parametro importante para a améndoa, pois indica a concentracdo de
acidos livres totais presentes, que podem interferir nas etapas do processo e levar a
um efeito adverso no sabor do produto acabado (EFRAIM et al., 2010; HUANG,;
BARRINGER, 2010). O teor de impurezas deve ser o mais baixo possivel para
garantir a qualidade dos produtos e a seguranca dos processos nas industrias
(BRASIL, 2008; FERRAO, 2002).

Processamento primario do cacau

Colheita e abertura dos frutos

A colheita dos frutos maduros de cacau é feita manualmente com o uso de
facdes, separando a casca e o material interno. O material interno, constituido de
sementes e polpa, € levado ao processo de cura, responsavel pela obtencdo de uma
cor marrom, sabor e aroma tipicos de chocolate. Este processo ocorre em duas
etapas distintas sempre visando separar as sementes da polpa para obter a
améndoa seca de boa qualidade (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO,
2006). A casca resultante do processo € utilizada como adubo, alimento para
animais (CARVALHO et al., 2010), obtencdo de alcool e biogas (MANCINI et al.,
2016) e também producado de enzimas (YUSOF et al., 2016).

Fermentacéao

A fermentacdo é a primeira etapa do processo de cura. Durante a
fermentacdo as sementes com polpa sdo empilhadas em caixas de madeiras ou

cochos e cobertas com folhas de bananeira para reduzir a perda de umidade das



sementes na parte superior (em torno de 50% a 60%), este processo dura de 3 a 8
dias, conforme a variedade de cacau (BECKETT etal., 2017).

Na massa fermentativa h& inicialmente um crescimento de leveduras
(fermentacdo anaerdbica) que sdo provenientes da contaminacdo das maos dos
operarios, por contato com a caixa de fermentacdo, utensilios e por insetos. Essa
fase inicial envolve a transformacédo dos acucares presentes na polpa em alcool
etilico. Apos 48 horas de fermentacdo e o arejamento da massa fermentativa, ocorre
a fermentacdo aerdbica onde bactérias acéticas convertem o alcool etilico em acido
aceético (LLEGHEMS; WECKX; VUYST, 2015). Esse processo, juntamente com
outras reacdes bioquimicas ocorrendo paralelamente, levam a morte do gérmen e
acabam com sua capacidade germinativa. A partir desse ponto, a semente passa a
ser chamada de améndoa de cacau (PELAEZL; GUERRA; DAVID, 2016). Apods a
morte do gérmen, a fermentac@o interna tem inicio, levando a reacdes quimicas e
enzimaticas dentro da améndoa, que irdo alterar sua coloracdo, sabor e aroma
(FERRAO, 2002).

De forma geral, para uma boa fermentacdo €é necessario uma boa
homogeneizacdo e aeragdo da massa fermentativa na fase aerobica, pois se néo
houver uma boa aeracdo pode haver a promocdo do crescimento de bactérias
lacteas, que sao tolerantes a elevados pH, alta temperatura e baixa concentracdo de
oxigénio. Estas bactérias podem desenvolver percursores indesejaveis de sabor
(LIMA et al., 2011).

Secagem

A segunda etapa do processo de cura € a secagem, etapa onde as améndoas
ttm sua umidade reduzida de em torno de 60% para 8%, impedindo assim o
crescimento de microrganismos indesejaveis e possibilitando sua armazenagem.
Nesta etapa, além da eliminacdo da agua ocorrem reacdes quimicas provenientes
das enzimas que atuam no interior das améndoas que irdo reduzir a acidez
(AQUARONI et al., 2001; BECKETT etal., 2017).

A secagem pode ser realizada de forma natural, ao sol, ou artificial em
secadores rotativos ou fornos. Na secagem natural as améndoas sao colocadas em
barcacas dotadas de um teto mével ou ndo, espalhadas sobre o lastro e expostas ao

sol (FERRAO, 2002). Este processo € o mais utilizado no Brasil e leva de 7 a 14
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dias, o que permite a migracdo dos compostos volateis (4cido acético entre outros) e
da umidade dos cotilédones para a superficie da améndoa, de maneira a serem
eliminados. Apés a volatilizacdo do &cido acético formado durante a fermentacdo o
pH das améndoas de cacau atinge 50 a 6,0, aumentando desta forma a
possibilidade de um crescimento microbiolégico, sendo necesséario portanto um
controle do tempo e velocidade de secagem (AFOAKWA, 2016).

Na secagem artificial, sdo utilizados secadores rotativos que sdo aquecidos
pela queima de lenha, ou fornos que utilizam o ar quente forcado (FERRAO, 2002).
A combustdo da madeira utilizada nos secadores rotativos gera fumaca, cujo contato
com as améndoas deve ser evitado, pois pode propiciar sabor desagradavel para a
améndoa de cacau, 0 que representa um problema na qualidade sensorial ou uma
possivel contaminacdo (AFOAKWA, 2016). Em comparacdo com a secagem natural,
a secagem artificial € mais rapida; entretanto, os secadores podem atingir
temperaturas acima de 65°C, dificutando a eliminacdo do acido acético do
cotilédone para a superficie, resultando em uma maior acidez (OETTERER,;
REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).

Estocagem

Apés as etapas de fermentacdo e secagem, as améndoas sao
acondicionadas em sacos de juta e transportadas até as fazendas e armazenadas
por um periodo de 1 a 12 meses. Neste periodo € necessario o controle da
temperatura e da umidade do ambiente, uma vez que as améndoas sao
higroscopicas e o ganho de umidade pode levar ao desenvolvimento de
microrganismos e alteracfes na qualidade. Sendo assim, é fundamental garantir que
as améndoas estejam com, em média, 8% de umidade antes de serem

armazenadas. Também deve haver controle de infestacdes de insetos e pragas
(OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006; BECKETT etal., 2017).

Processamento secundéario do cacau

Limpeza

11



Inicialmente as indlstrias recebem as améndoas de cacau e direcionam para
a operacao de limpeza, onde sao utilizados equipamentos e técnicas combinadas,
como peneiras, seletores magnéticos, sistema de vibragcdo e aspiracdo que
removem as impurezas como restos de areia, pedras, madeiras, metais ou outras
matérias estranhas (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006). Esta etapa €
fundamental para evitar danos nos equipamentos que serdo usados posteriormente.
Em seguida, as améndoas inteiras sem impurezas podem prosseguir para etapa de
torracdo ou serem quebradas em pequenos fragmentos, chamados de nibs
(AFOAKWA, 2016).

Torracéo

A torracdo da améndoa € uma etapa fundamental tanto para o
desenvolvimento do aroma tipico do chocolate, quanto para a redugédo dos teores de
acidos volateis e umidade (AQUARONI et al., 2001). Este processo consiste em um
tratamento térmico utilizando ar aquecido em temperaturas variando de 100°C a
200°C por um periodo de 15 minutos a 2 horas, dependendo do tipo de cacau
utilizado, do tipo do torrador e do produto que se pretende obter (OETTERER;
REGITANO-D’ARCE; SPQOTO, 2006).

Na primeira fase da torracdo, empregam-se temperaturas em torno de 100°C,
para criar uma condicdo adequada para a eliminacdo de agua, acido acético e
outros compostos indesejaveis formados durante a fermentagcdo das améndoas de
cacau ou dos nibs, evitando a desidratacdo intensa da superficie dos cotilédones.
Alguns fatores que influenciam na torracdo s&o a origem e o tipo da améndoa, o
periodo de colheita, o tamanho da améndoa ou dos nibs e tratamentos anteriores a
torracdo. Posteriormente, ocorre a reacdo de Maillard que envolve a condensacéo
de grupos carbonilas de acuUcares redutores com grupos amina provenientes de
aminoacidos livres, seguida da degradacdo dos produtos originados, formando
diversos compostos oxigenados. Com a interacdo dos compostos oxigenados ha
formacdo de compostos volateis como carbonilas, pirazinas, hidrocarbonetos,
furanos, cetonas, fendis e outros compostos heterociclicos. As reacdes quimicas
envolvidas na torracdo dependem de alguns fatores como tempo e temperatura,
umidade, teores de acucares redutores e aminoacidos (AFOAKWA, 2016; BECKETT
et al., 2017; SALTINI, AKKERMAN; FROCH, 2013).
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Quebra e separacao

Nesta operacdo, as améndoas inteiras ou os nibs torrados sdo quebrados em
moinhos de martelos, pinos ou disco e devem ser separados testa, embrido e
cotilédone por uma combinacdo de insuflacdo de ar e peneiras (separacao por
densidade e tamanho), o que permite o descarte da testa e do embrido, e a

continuidade do processo com o cotilédone (AQUARONI etal., 2001).

Liquor ou massa de cacau

Os nibs pré-moidos séo refinados em moinhos de esferas ou cilindros até a
granulometria de 20 a 40 um. O calor proveniente dessa etapa promove a fusdo da
gordura, produzindo uma mistura semi-liquida, que apos o resfriamento, solidifica e
da origem ao liguor ou massa de cacau. Esta é matéria-prima para producédo da

manteiga de cacau, do cacau em p6 e do chocolate (BECKETT etal., 2017).

Produtos do cacau

Manteiga de cacau: Obtida pela prensagem hidraulica da massa de cacau que

resulta na separacdo em dois produtos: a manteiga de cacau e a torta de cacau. A
manteiga de cacau obtida é entdo centrifugada ou filtrada para eliminar os resquicios
sélidos do cacau, e desodorizada com objetivo de eliminar compostos indesejaveis.
E empregada na producéo de chocolates (AFOAKWA, 2016).

Cacau em pé: a moagem da torta proveniente da prensagem da massa de cacau

leva a formacdo do cacau em pé, que pode conter de 10 a 20% de manteiga de
cacau. Este produto é aplicado em bebidas achocolatadas e também como um

ingrediente para produtos de panificacdo e confeitaria (BECKETT et al., 2017).

Chocolate: € uma mistura de ingredientes em pé (aclcar, leite e derivados) e
ingredientes liquidos e semi-liquidos (manteiga de cacau e pasta de cacau). As
etapas béasicas envolvidas em sua produgdo sdo: mistura dos ingredientes, refino,
conchagem, temperagem/resfriamento, moldagem/desmoldagem e embalagem.

7

ApoOs a mistura dos ingredientes, a massa € refinada em moinhos que reduzem o
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tamanho das particulas e auxiiam na homogeneizacdo dos ingredientes. Na
conchagem, a massa refinada é agitada e cisalhada em temperaturas de 45 a 90°C,
eliminando os compostos volateis indesejaveis e favorecendo a reacdo de Maillard
onde a cor e o sabor do chocolate séo intensificados. A temperagem inicia-se com o
aquecimento do chocolate a temperaturas préximas de 40°C, seguido do
resfriamento controlado em temperaturas entre 26 e 29°C a uma taxa controlada de
2°C/min induzindo desta maneira a cristalizacdo parcial da manteiga de cacau,
garantindo uma quantidade pequena de cristais e obtendo caracteristicas como o
brilho e dureza. Nessa etapa deve-se tomar cuidado em relacdo a cristalizagéao, se
essa nao for adequada o produto pode apresentar alteracdes na textura. A seguir a

moldagem dara forma aos diversos tipos de chocolate (BECKETT et al., 2017).

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)

Em 1775, Percivall Pott observou uma epidemia de cancer de escroto
causada por fuligem em jovens que trabalhavam como limpadores de chaminés
(HAWES; CLARKE W; COLLINS, 1775). Anos depois, uma pesquisa relacionou a
formacdo de tumores em coelhos com o contato cutdneo a materiais contendo
misturas com HPAs (YAMAGIWA; ICHIKAWA, 1915). Em 1988, o hidrocarboneto
policiclico aromético benzo(a)pireno foi avaliado em uma mistura de alcatrdo de
carvao e provou-se um elevado potencial carcinogénico (CULP et al., 1988).
Consequentemente, alguns hidrocarbonetos policiclicos arométicos foram avaliados
pela Organizacdo Mundial de Saude e pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (WHO, 1998). Em 2002 foram avaliados pela Comissdo Europeia Direcéo
Geral da Saude e da Protecdo do Consumidor (DG SANCO) e em 2005 pelo Comité
Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) (EC, 2002; WHO,
2005).

H& mais de décadas os HPAs séo estudados em diversas matrizes, como ar,
agua, alimentos e solos (GUILLEN; SOPELANA; PARTEARROYO, 1997; BUTLER
et al., 1993; PAM; KUM; LEMIEUX, 1993; KOCHBACH et al., 2005). Algumas
pesquisas tém sido publicadas em relacdo a formacéo, caracteristicas fisico-
guimicas e avaliacdo de acdes para reducdo e controle da contaminacdo de
alimentos por esses compostos (ZHOU et al., 2014; WANG H. et al., 2015; SINGH,;
VARSHNEY; AGARWAL, 2015).
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Propriedades fisico-quimicas

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo formados por carbono e
hidrogeno com anéis arométicos conjugados. A anelacdo pode ser linear (anéis
estdo em linha reta) ou angular (anéis estdo em um angulo de 120° entre eles), a
guantidade de anéis aromaticos intervém na solubilidade e na volatilidade do
composto. Desta forma, as moléculas que possuem maior quantidade de anéis, e
consequentemente maior massa molar (MM), sdo mais lipofilicas (baixa solubilidade
em agua) e menos volateis (EFSA, 2008; BLUMER, 1976).

A solubilidade determina a afinidade lipofilica dos compostos, que
corresponde aos valores do logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua (Log
K(o/a)), quanto maior for este valor, mais hidrofobica € a substancia. Na Tabela 2,
nota-se que os valores Log K(o/a) estdo acima de 1, indicando que sé&o absorvidos
pela matéria organica. Devido ao carater lipofilico destes compostos, podem estar
presentes em diversos tecidos bioldgicos e serem rapidamente distribuidos pelo
organismo (WHO, 1998). A pressdo de vapor diminui com o aumento da massa
molar, de modo que o0s compostos com 2 ou 3 anéis aromaticos tendem a se
concentrar na fase de vapor, ja com 5 ou mais anéis aromaticos se encontram em
material particulado (EFSA, 2008; EC, 2002).

A temperatura ambiente os HPAs estdo na fase sélida e apresentam alto
ponto de fusdo e ebulicdo. Estes atributos interferem no comportamento destes
compostos tanto no ambiente quanto no organismo de quem os ingere ou inala. No
organismo, os HPAs tem um tempo de meia-vida e este difere de acordo com a
massa molar de cada molécula. Os compostos com maior tempo de meia-vida séo
os de maior massa molar, em consequéncia o tempo de degradacdo € menor
(ROSLUND et al., 2018; LI et al., 2012).

Os HPAs sdo quimicamente inertes, e no ambiente estdo sujeitos a foto-
oxidacdo, volatilizacdo, degradacédo e rea¢des com acido nitrico, 6xidos de enxofre,
acido sulfirico, ozbnio, 6xidos de nitrogénio e radicais hidroxil (WHO, 1998;
HARITASH; KAUSHIK, 2009; KOHTANI et al., 2005; DUTTA et al., 2016;
CHAPARALA; RAJ, 2016).
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Tabela 2- Propriedades fisico-quimicas de alguns HPAs, nimero de anéis, massa molecular, solubilidade em

agua a 25°C, presséo de vapor a 25°C, coeficiente de particdo octanol/agua e estrutura quimica.

Coeficiente de

N° de Massa Solubilidade Presséo artico Estrutura
HPAs anéis Molecular em agua a de vapor a oc?anoﬁé ua uimica
(g/mol) 25°C (mg/lL)  25°C (Pa) § g q
0og Ka

Naftaleno 2 128,2 3,17 x 10% 10,4 3,4
Acenafteno 3 154,2 3,93 29x101 3,92
Fluoreno 3 166,2 1,98 8,0 x 102 4,18
Benzo(a)antraceno 4 228,3 1,4x107? 2,8x10° 561
Criseno 4 228,3 2,0x103 8,4 x10° 5,91
Benzo(j)fluoranteno 5 2523 25x103 20x10°8 6,12
Benzo(a)pireno 5 252,3 3,8x10°3 7,3x107 6,50
Benzo(k)fluoranteno 5 2523 7,6x10% 1,3x10°8 6,84
Dibenzo(a,i)pireno 6 3024 1,7x10* 3,2x1010 7,30

FONTE: Adaptado de WHO(1998).

Formacéo

Os HPAs séo formados durante a queima incompleta de matéria organica e
seu mecanismo de formacdo envolve dois processos: pirdlise e pirossintese. A
pirdlise ocorre sob altas temperaturas e baixas concentracdes de oxigénio, onde 0s
compostos organicos sdo convertidos em moléculas pequenas (contendo 2 ou 3
anéis aromaticos) e radicais livres ndo estaveis. Durante a pirossintese ocorre a
recombinacdo dos radicais livres em diversas etapas, gerando moléculas maiores
(contendo de 4 a 6 anéis aromaticos) e relativamente estaveis (EFSA, 2008; WHO,
2006).

Os HPAs também podem ser formados pelo processo de diagénese
geoldgica, ou seja, em temperatura e pressdo relativamente baixas, geram
moléculas alquiladas, que levam a formacdo de petroleo, gas natural, carvdo e
outros combustiveis fosseis contendo HPAs (MAIR, 1964; BLUMER, 1976).
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A composicao dos HPAs e a quantidade produzida no processo dependem da
temperatura, condicfes de reacdo e quantidade de ar (CONDE; AYALA; AFONSO;
GONZALEZ, 2004).

Fonte

Os HPAs sao provenientes de fontes naturais e fontes antropogénicas, sendo
esta Ultima o principal processo de emissdo de HPAs ao ambiente (WHO, 1998;
EFSA, 2008; ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2016).

As fontes naturais mais significativas sdo resultantes das queimas naturais de
florestas ou emissBes wvulcanicas (WOLSKA et al.,, 2012; EFSA, 2008). Também
podem estar presentes naturalmente no ambiente, pela sintese através de micro-
organismos, algas, plantas e animais (BORNEFF; SELENICA; KTNTE, 1968; KEUM;
SEOQ; LI, 2013). Posteriormente a sua emissdo na atmosfera, os compostos podem
estar na forma Umida ou seca sobre os grupos aquaticos e terrestres (ABDEL-
SHAFY; MANSOUR, 2016).

As fontes antropogénicas sdo provenientes da combustdo incompleta de
matéria organica como: atividades industriais (incineracdo de residuos, produgédo de
aluminio, petroquimica, pneus de borracha, fabricacdo de cimento, asfalto, queima
de combustiveis como petréleo, carvdo e gas), fumaca de cigarro, emissdes de
veiculos motorizados, derramamento de Oleo no mar, e processamento de alimentos
tais como secagem e defumacédo direta da madeira entre outros (RACHWAL;
MAGIERA; WAWER, 2015; WANG X. et al., 2015; LIU et al., 2015; LI et al., 2015;
POZO et al., 2015).

Aspectos Toxicoldgicos

Em 1964, comecaram os estudos dos efeitos toxicoldgicos dos HPAs em
culturas de tecidos humanos (MORIMURA et al, 1964). Com base na letalidade
desses compostos, foram realizados varios trabalhos associados as caracteristicas
carcinogénicas e mutagénicas (WHO, 1998; ATSDR, 1995; EC, 2002; RAMESH,;
ARCHIBONG; NIAZ, 2010; MORDUKHOVICH etal., 2016).

Prosseguindo os estudos a ATSDR (Agency for Toxic Substances and

Disease Registry) e a EPA (Environmental Protection Agency) elaboraram uma lista
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de substancias potencialmente tdxicas para os seres humanos. Essa lista associa
uma pontuacao baseada na frequéncia, toxicidade e potencial de exposi¢cado humana
de cada substancia. A somatoria destes fatores classificavam as mesmas, assim em
1997 foram classificados 16 HPAs em seus estudos. Na lista de 2017 (ATSDR,
2018) o grupo de hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos ficou na nona colocacgéo e
0 benzo(a)pireno ocupa individualmente a oitava colocacéo.

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer (IARC, 2010),
0s HPAs séo substancias pré-carcinogénicas, necessitando de ativacdo metabdlica
para formar o carcinégeno ativo. Esta ativagdo metabodlica pode ocorrer através de
reacdes enzimaticas oxidativas, redutoras ou hidroliticas, que agem principalmente
sobre a regido de elevada densidade eletrbnica ou a nivel da regido angular da
molécula do HPA formando epoéxidos, ésteres benzilicos, radicais catidnicos e
quinonas, no qual sédo capazes de reagir com macromoléculas celulares e dar inicio
ao processo mutagénico (NETO et al., 2000; BERNARDO; BARROS; SILVA, 2016;
SHIBAMOTO; BJELDANES, 2014).

Conforme a Figura 2, o citocromo P450 (conjunto de enzimas) catalisa uma
reacdo de oxidacdo formando 7,8-epdxido, que por sua vez, sofre uma hidratacdo
mediada pela epoxido-hidrolase, originando o 7,8-diol, que apds outra oxidagao pelo
citocromo P450, produz o diolepéxido, sendo este altamente mutagénico e
carcinogénico (SHIBAMOTO; BJELDANES, 2014).
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Figura 2: Mecanismo quimico da formagdo agente alquilante a partir do benzo(a)pireno.
Fonte: SHIBAMOTO; BJELDANES, 2014.
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A exposicdo humana aos HPAs pode ocorrer por diferentes vias, como
inalacdo, ingestdo e via cutanea. Desse modo, os O0rgdos mais afetados sdo os
pumdes, pele e aparelho digestivo. Devido a sua natureza hidrofébica, permite uma
rapida passagem por membranas celulares e sua permanéncia no organismo,
especialmente em zonas com maior contetdo de gordura. Esta exposicdo pode
desencadear tumores, cuja ocorréncia depende da susceptibilidade genética de
cada individuo e da frequéncia de exposicdo a esses compostos. Porém estes
compostos podem ser eliminados nas fezes ou pela urina (IARC, 1993; FOTH; KAHL
R.; KAHL G., 1988).

O Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA)
durante sua 642 reunido (FAO, 2005) classificou treze HPAs (benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno,  benzo(j)fluoranteno,  benzo(k)fluoranteno,  benzo(a)pireno,
criseno, dibenzo(a,h)antraceno, dibenzo(a,e)pireno, dibenzo(a,h)pireno,
dibenzo(a,i)pireno, dibenzo(a,l)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno e 5-metilcriseno) como
potencialmente genotoxicos (acdo nociva que afeta a integridade do material
genético), mutagénicos e/ou carcinogénicos (capaz de causar mutagdo genética ou
alteracdo da molécula de DNA que nao é reparada durante a divisao celular).

Em 2010 a IARC avaliou os dados disponiveis referentes aos HPAs e
classificou alguns deles de acordo com seu fator de poder aumentar o risco de
cancer em humanos. O benzo(a)pireno foi classificado no grupo 1 (substancias
carcinogénicas), dibenzo(a,h)antraceno e benzo())fluoranteno no grupo 2A
(provavelmente carcinogénico) e outros HPAs foram enquadrados no grupo 2B
(possivelmente  cancerigenos para humanos) (benzo(a)antraceno, criseno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e indeno(1,2,3-cd)pireno)) (IARC, 2010).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), adotou, em 9
de junho de 2008, um posicionamento sobre os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, em que o benzo(a)pireno ndo é considerado um marcador adequado
para a ocorréncia de HPAs nos alimentos e que um conjunto de quatro compostos
(benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno) ou de 8
compostos (benz(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(ghi)perileno, criseno, dibenzo(ah)antraceno e indeno) representaria a

contaminacao de forma mais adequada (EFSA, 2008).
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Legislacéo

No Brasil, a legislacdo vigente estabelece limites maximos apenas para o
benzo(a)pireno nas seguintes categorias de alimentos: aromatizantes/aromas de
fumaca (0,03 pg/kg no alimento final), aguas potaveis (0,7 pg/L) (BRASIL, 2004;
BRASIL, 2007) e 6leo de bagaco ou carogo de oliva (2 pg/kg) (BRASIL, 2003).

Ja a Comissdo da Comunidade Europeia, em agosto de 2011, estabeleceu
niveis maximos para benzo(a)pireno e para a soma de 4 HPAs (benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno e benzo(a)pireno) em diversos alimentos, entre eles
améendoas de cacau e seus derivados, com limites maximos 5,0 pug/kg (para o
benzo(a)pireno) e 30,0 pg/kg (para a somatéria dos 4 HPAs) (CEC, 2011).

HPAs em alimentos

Os alimentos sdo contaminados pelos HPAs pelas fontes naturais ou
antropogénicas, através da poluicdo do ar, solo e agua ou durante o processamento
térmico de alguns alimentos (secagem, defumacdo, torrefacdo). Desta maneira a
presenca dos mesmos tem sido relatada em diversas categorias de alimentos
incluindo produtos defumados (ZACHARA; GALKOWSKA; JUSZCZAK, 2017), chas
(CHEN et al., 2016), café (SHI Y. et al., 2016), 6leo vegetal (TFOUNI et al., 2014),
alimentos de origem marinha (SHI J. et al., 2016), frutas e vegetais (PARIS et al.,
2018) entre outros (OZ; YUZER, 2016; MOLLE et al., 2017; PAN et al., 2015;
PETRARCA; GODOY, 2018).

Em frutas e vegetais, a contaminacdo por HPAs é resultante da poluicdo
ambiental. O material particulado se deposita na superficie do alimento, onde séo
acumulados na cera através de adsorcdo superficial. A concentracdo desses
compostos depende da area de superficie do produto exposta e da localizacdo da
plantacdo. Em plantacfes préximas a rodovias os teores de HPAs nesses alimentos
sé&o maiores (CAMARGO; TOLEDO, 2002; PARIS et al., 2018).

Em O6leos vegetais os HPAs podem ser formados durante a secagem direta
dos graos. Apesar da etapa de desodorizacdo do Oleo reduzir a formacédo desses
compostos, este efeito é insignificante, sendo fundamental o controle através da
utilizacdo de carvao ativo para remocao dos HPAs na etapa de refino (CAMARGO;
TOLEDO, 2002; TFOUNI et al., 2014; MOLLE et al.,2017).
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A presenca de HPAs em produtos defumados € proveniente da fumaca
gerada pela queima da madeira e é dependente de varios fatores tecnologicos,
como a espécie da madeira utilizada e sua umidade, o método de fluxo de fumaca
da camera, a temperatura de combustdo e oxidacéo. A retirada do produto do forno
ou do lugar de producdo de fumaca no tempo adequado, purificar a fumacga ou
utilizar madeira adequada pode reduzir a formacdo dessas substancias no produto
(ZACHARA; GALKOWSKA; JUSZCZAK, 2017).

Em alimentos preparados em contato direto com a chama, tal como a carne
elaborada como churrasco, a gordura da carne pinga sobre o fogo, sofre pirélise e
entdo retorna a carne em forma de fumaca contaminando a carne com HPAs. A
guantidade de HPAs formada depende do tempo e temperatura, do teor de gordura
da carne e o tipo de combustivel (carvdo ou madeira) (OZ; YUZER, 2016).

Em produtos de origem marinha a presenca dos HPAs se deve
essencialmente a contaminacdo ambiental, como efluentes industrias,
derramamento ou vazamento de Oleo, ou de deposicdo de HPAs da atmosfera.
Esses contaminantes sao absorvidos e acumulados no organismo marinho. Por
apresentarem maior capacidade de metabolizar e excretar esses compostos,
geralmente os peixes apresentam menor acumulo de HPAs nos tecidos comparados
aos moluscos (SHI J. etal., 2016).

No caso do café a presenca dos HPAs € atribuida a etapa de torrefacdo dos
graos onde sao aplicadas temperaturas elevadas para permitir o desenvolvimento de
cor, aroma e sabor caracteristicos do produto. Na preparacdo da bebida os
contaminantes podem ser extraidos do po de café em contato com a agua fervendo
(SHI Y. etal., 2016; TFOUNI et al., 2013).

No cha a contaminacéo por HPAs pode ocorrer durante a secagem das folhas
associada a poluicdo ambiental. Geralmente apresentam niveis superiores desses
compostos em relacdo ao café torrado, entretanto, a quantidade transferida para a
bebida durante a infusdo € menor (CHEN et al., 2016; CAMARGO; TOLEDO, 2002;
TFOUNI et al., 2018).

HPAs em cacau

A presenca de HPAs em cacau e seus produtos ou derivados pode ocorrer
devido aos processos de secagem (WANDAN; ELLEINGAND; NDOUBA 2011) e de
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torrefacdo das améndoas (ZYZELEWICZ et al., 2017), além da possibilidade de ser
resultante de contaminacdo ambiental (AIKPOKPODION; ODUWOLE; ADEMOLA,
2013). Os dados referentes a presenca de HPAs em produtos de cacau no Brasil
S80 escassos e muito pouco se tem disponivel a respeito da contribuicdo das etapas
do processamento na sua formacgao. Na tabela 3 estédo apresentados alguns estudos
sobre a presenca de HPAs em produtos derivados do cacau.

Wandan, Elleingand e Ndouba (2011) avaliaram a influéncia de trés tipos de
secagem nos niveis de benzo(a)pireno presentes em améndoas de cacau da Costa
do Marfim. Os resultados mostraram que as amostras secas com fumaca
apresentaram 0s maiores niveis de benzo(a)pireno, chegando até 4218,64 ug/kg,
sendo que o composto nao foi detectado nas amostras secas ao sol. Aikpokpodion e
colaboradores (2013), por sua vez, detectaram baixos niveis de HPAs em amostras
de cacau seco ao sol na Nigéria. Os autores relacionaram a presenca desses
compostos a contaminacdo ambiental devido a proximidade a rodovias.

Em estudo recente, Zyzelewicz et al (2017) avaliaram o0s seguintes
parametros de torrefacdo das améndoas de cacau na formacdo de 12 HPAs (5
considerados carcinogénicos): a forma da améndoa (inteira ou nibs), duas
temperaturas (135 e 150°C) e duas umidades relativas do ar de torrefacdo (0,3 e
5%). A somatéria dos HPAs presentes nos liquors de cacau obtidos nos processos
variou de 0,38 a 0,76 ug/kg, sendo que o maior nivel foi obtido usando a maior
temperatura, 150°C, e maior UR, 5%. Os chocolates fabricados utilizando os liquors
obtidos apresentaram maiores niveis de HPAs que o liquor, entretanto os autores
utilizaram para isso uma manteiga de cacau comercial que poderia estar
previamente contaminada com HPAs.

Ziengenhals, Speer e Jira (2009) relataram niveis de HPAs presentes em
chocolates de diferentes origens e com diferentes teores de cacau. A somatéria da
concentracdo de 16 HPAs variou de 1,33 a 6,85 ug/kg. Nao foi encontrada
correlacdo entre o nivel de HPAs e o teor de cacau da amostra (declarado no rétulo).
Também, Raters e Matissek (2014) avaliaram os niveis de HPAs em 218 amostras
de produtos de cacau originarias de diferentes regides: améndoas cruas, liquor de
cacau, manteiga de cacau, produtos a base de cacau e chocolate. Os niveis
relatados de 4 HPAs variaram de 0,88 a 92,53 ug/kg. lwegbue et al (2015)

analisaram diferentes tipos de bebidas comercializadas na Nigéria que
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apresentavam cacau em sua composi¢cdo e como resultado, a somatoria dos niveis
de 16 HPAs variaram de 38,0 e 1406,4 ug/kg.

Tabela 3- Estudos realizados com améndoas de cacau e seus produtos derivados com contaminagdo HPAs.

Amostras HPAs Extracao Limpeza Método Resultado Referéncia
Améndoas de cacau . WANDAN
secas comfumaca e BaP Soxhlet Crom?togragg CG-MS nda 4%8’64 ELLEINGAND,;

ao sol. em coluna (CC) Ha/kg NDOUBA, 2011

A o . AIKPOKPODION;
Améndoas de cacau Liguido-liquido Cromatografia : o
secas ao sol. 16 HPAs (LLE) em coluna (CC) CG-MS  0,6a1,26 ug/kg. AD%\D/I%VIYELIZE(’)B

R o Coluna de
ATEUR IS ne WS oagioem G 0smanss  RATES,

derivados. (LLE) fase solida FLD ua/kg. MATISSEK, 2014

(SPE)
A e a Coluna de -Liquor: 0,38 a
e ™™ iavens e SUSOSN o 0ok 2vZEENCE o
chocolate q (LLE()] fase solida -Chocolate 0,75 al., 2017
’ (SPE) a 0,98 ug/kg.
Coluna de
. R o o 38,0 a 1406,4
Bebidas a base de Liguido-liquido extracdo em : ’ ' WEGBUE et al.,
cacau. 16 HPAs (LLE) fase solida CG-FID Horkg. 2015
(SPE)
Coluna de
P o ZIENGENHALS;
Chocolates 16HPAS Liquido-liquido extragao em CG-MS 1332685 SPEER; JIRA
(LLE) fase solida Hg/kg. 2009
(SPE)

4 HPAs: Benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(a)pireno.

12 HPAs: Acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo(a)antraceno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, benzo(a)pireno.

16 HPAs: naftaleno, acenaftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, indeno(1,2,3-cd)pireno, dibenzo(a,h)antraceno e benzo(ghi)perileno

Métodos de Analise

Na literatura, existem variados meétodos analiticos para determinacdo de
HPAs em alimentos e estes envolvem etapas de extracdo, limpeza e andlise
cromatografica (BANSAL et al., 2016).

O método de extracdo depende da matriz alimentar a ser analisada. Oleos
vegetais devido as suas caracteristicas lipofiicas séo facilmente dissolvidos em
liquido-liquido (LLE)
(TAGHVAEE et al., 2015). Para alimentos com alto teor de proteinas e produtos

solvente apolares e desta forma utliza-se extragao
gordurosos insoliveis aplica-se o processo de saponificacdo antes da extracdo
liquido-liquido (MIN; PATRA; SHIN, 2017). Para matrizes de alimentos solidos
aplica-se técnicas automatizadas de extracdo, como extracdo liquida pressurizada
(PLE) (GUATEMALAMORALES et al., 2016) e extracdo de fluido supercritico (SFE)

(ZOUGAGH et al.,, 2004). Recentemente, a extracdo assistida por micro-ondas
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também foi adotada para determinacdo de HPAs em peixes defumados
(GHASEMZADEH-MOHAMMADI et al., 2012), em carne defumada (KAMANKESH et
al., 2015) e diversos frutos do mar (ZHANG; XUE; DAI, 2010).

A etapa de limpeza das amostras € aplicada para remover possiveis
interferentes presentes na matrizz. Em vista disso, aplica-se meétodos como
cromatografia em coluna (CC) para separar os HPAs de compostos alifaticos e
constituintes aromaticos polares (EPA, 1984), cromatografia de permeacdo em gel
(GPC) eficaz na separacédo dos HPAs de lipideos (DUEDAHL-OLESEN et al., 2015),
extracdo em fase solida (SPE) capazes de isolar e purificar os extratos de diversas
matrizes (STENERSON et al., 2015; CHEN et al., 2016), e por fim QUEChERS um
método mais rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro (KHORSHID et al., 2015).

As principais técnicas analiticas empregadas para a determinacdo de HPAs
em alimentos sdo a cromatografia gasosa (CG) acoplada ao detector de ionizagao
de chama (FID) (NESTOLA; SCHMIDT, 2017) ou espectrobmetro de massas (MS)
(PETRARCA; GODOQY, 2018) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com deteccdo por UV (DOST; IDELI, 2012) ou fluorescéncia (FLD) (ZACHARA,;
GALKOWSKA; JUSZCZAK, 2016). A maioria dos HPAs sédo fluorescentes, desta
forma o detector por fluorescéncia, por ser seletivo e sensivel, € um dos mais
usados para analisar estes compostos (WHO, 2006; EFSA 2008; SILVA; SAMPAO;
TORRES, 2016).
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CAPITULO 2 — EFEITO DO PROCESSAMENTO NOS NIVEIS DE
HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS EM AMENDOAS DE

CACAU E PRODUTOS DERIVADOS
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Ferreira de Oliveira 2, Maria Isabel Berto 2, Priscilla Efraim®, Silvia Amélia Verdiani Tfouni2
a|nstituto de Tecnologia de Alimentos, Av. Brasil, 2880, 13070-178, Campinas-SP, Brasil.

b Universidade Estadual de Campinas, Rua Monteiro Lobato, 80, 13083-862, Campinas-SP,
Brasil.

Resumo

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos formados a
partir da queima incompleta de material organico sendo alguns deles considerados
carcinogénicos e genotoxicos. A contaminacdo do cacau e seus produtos derivados
por HPAs pode ocorrer devido a utilizacdo de fumaca na etapa de secagem das
améndoas e as altas temperaturas envolvidas na torrefacdo das mesmas. O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos do tempo (0 a 120 minutos) e da temperatura
(120, 135 e 150°C) na torracdo de améndoas secas com e sem fumaca quanto a
formacdo de 13 HPAs, assim como o comportamento desses compostos ao longo
do processamento. Ao longo do processo de torra das améndoas sem fumaca, em
diferentes temperaturas, foram detectados 4 HPAs com concentragdes variando de
0,32 a 0,50 pg/kg e nas amostras com fumaca foi verificada a presenca de 7
compostos apresentando niveis maiores variando de 0,64 a 23,35 pg/kg. Foi
observada uma reducdo nos niveis de HPAs com o aumento do tempo e da
temperatura de torracdo. Os maiores niveis destes compostos foram detectados nas
amostras provenientes de améndoas secas com fumaca, possivelmente por uso
inadequado dos secadores rotativos. Foi verificada uma tendéncia de migracédo dos
HPAs para a manteiga de cacau. Os dados obtidos podem contribuir para o

estabelecimento de praticas de mitigacdo da contaminacédo por HPAs.

Palavras-chaves: Hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos, améndoa de cacau,

cacau em poé, liquor, manteiga de cacau.
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Introducéao

O cacau (Theobroma cacao L.) é a principal matéria prima para a produgéo
do chocolate, produto popular e apreciado mundialmente. Além do sabor
caracteristico, os alimentos contendo cacau destacam-se por possuir compostos
benéficos a saude com propriedades anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana,
analgésica e vasodilatadora (Giacometti et al., 2016; Efraim et al., 2010). Ainda,
apresentam-se como fonte de elementos essenciais, como o Ca, Fe, Mg, Mn, K e Zn
(Peixoto, Oliveira, & Cadore, 2012; Bertoldi, et al., 2016; Cinquanta et al., 2016).
Nesse sentido, as caracteristicas das améndoas relacionam-se aos atributos
genéticos do cacaueiro, ao meio de cultivo e ao processamento (Schmidt et al.,
2015).

Estima-se que a producdo mundial de 2018/2019 de améndoas de cacau sera
de 4,834 mil toneladas. Atualmente, a Costa do Marfim é o maior produtor com 1,9
milhndes de toneladas de améndoas/ano, seguido por Gana que produz 850 mil
toneladas/ano. O Brasil encontra-se em quinto lugar em producdo, sendo que no
ano de 2018 produziu 255,2 mil toneladas (IBGE, 2019; ICCO, 2019).

O pré-processamento das améndoas de cacau é geralmente realizado no
pais de origem e desempenha uma funcdo critica na qualidade e no perfil de sabor
das améndoas. Nas fazendas produtoras realizam-se a colheita, quebra dos frutos,
fermentacdo e secagem, etapa essa que diminui a acidez, promove processos
bioquimicos e reduz a umidade a 8% (Beckett et al., 2017; Schmidt et al., 2015). O
processo de secagem mais comum utiliza fonte natural, por exposi¢cdo ao sol, em
instalacbes com tetos moveis ou estufas, e pode durar de 7 a 14 dias. Outra opcéo
de secagem, principalmente em locais com altos indices de chuva, refere-se ao
sistema com ar quente forcado, a qual € mais rapida, com duracdo de 2 a 3 dias
(Bertorelli, Grazianl, & Rovedas, 2009; Araujo et al., 2014). Contudo, esse processo
resulta em menor eliminacdo do acido acético e maior adstringéncia e amargor das
améndoas (Oetterer, Regitano-d’arce, & Spoto, 2006). Geralmente, a fonte para o
aguecimento do ar na secagem das améndoas é a queima de madeira, sendo a
geracdo de fumaca um ponto critico dessa pratica, uma vez que o contato direto da
fumaca, causada pelo falta de manutencdo nos equipamentos, com as améndoas

pode promover além de sabor desagradavel, a contaminacdo por hidrocarbonetos
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policiclicos aromaticos (HPAs) (Raters & Matissek, 2014; Wandan, Elleingand &
Ndouba, 2011; Lower et al., 2012). Uma vez secas, as améndoas sao armazenadas
e transportadas.

Nas industrias processadoras, realizam-se as etapas de limpeza e separacao
da casca e nibs, antes ou depois do processo de torra. Se realizada antes, o0s
cotilédones fragmentados serdo torrados utilizando binbmios de tempo e
temperatura com variagdo de 100°C a 200°C por um periodo de 15 minutos a 2
horas, que possibilitam a ocorréncia da reacdo de Maillard, perda de umidade e
reducdo de &cidos volateis, principalmente o 4cido acético (Beckett, 2017; Afoakwa,
2015). A torracdo € uma importante etapa para a formacdo do sabor desejavel
(Djikeng et al., 2018; Mounjouenpoua et al., 2018). Contudo, assim como na etapa
de secagem, parametros ndo controlados podem levar a formacdo de compostos
carcinogénicos como os HPAs (Zyzelewicz et al., 2017). Apés a torracdo, os nibs de
cacau passam pelas etapas de moagem e refino, apds as quais é obtida uma massa
ou liquor de cacau com granulometria em torno de 20 a 24 pym. A obtencdo da
manteiga de cacau e do cacau em p6 (10-12% de gordura) é feita por prensagem
hidraulica do liquor de cacau. Esses produtos sédo empregados como ingredientes na
producéo do chocolate (Beckett, 2017; Afoakwa, 2016).

Os HPAs constituem uma classe de compostos com potencial carcinogénico.
A formacdo desses compostos se da a partir da queima incompleta de material
organico. Tais compostos podem ser formados durante o processamento de
alimentos em processos envolvendo defumacéo, torrefacdo, secagem e alguns tipos
de cozimento (WHO, 2006; EFSA, 2008). A contaminacdo de alimentos por HPAs
deve-se principalmente a poluicdo do ar e da agua, a sua presenca em solos
terrestres e marinhos e a sua formacdo durante o processamento dos alimentos.
Desta maneira, a presenca dos mesmos tem sido relatada em diversas categorias
de alimentos incluindo produtos defumados (Zachara, Gatkowska, & Juszczak,
2017), chas (Chen et al., 2016), café (Shi Y. et al., 2016), 6leo vegetal (Tfouni et al.,
2014), alimentos de origem marinha (Shi J. et al., 2016), frutas e vegetais (Paris et
al., 2018) entre outros (Oz & Yuzer, 2016; Molle et al., 2017; Pan et al., 2015).

Atualmente, a exigéncia de niveis seguros de residuos de agrotdxicos,
micotoxinas, HPAs, contaminantes inorganicos e outros em grdos de cacau é

estabelecida. Para tanto se deve rastrear a origem da contaminagdo dos gréos em
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sua cadeia produtiva (FCC, 2019). A importancia dos estudos sobre a contaminagéo
de alimentos por HPAs deve-se ao fato destes terem um elevado potencial
genotoxico (acdo nociva que afeta a integridade do material genético) e poderem ser
mutagénicos e/ou carcinogénicos, ou seja, capazes de causar mutacdo genética,
alteracdo da molécula de DNA que ndo é reparada durante a divisdo celular,
contribuindo para o desenvolvimento de tumores (WHO, 2006; EFSA, 2008).

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer (IARC, 2010),
os HPAs sao classificados como substancias pré-carcinogénicas, necessitando de
ativacdo metabdlica para formar o carcinégeno ativo. Dentre eles, destaca-se o
benzo(a)pireno, que pertence ao grupo 1 (substancias carcinogénicas) e outros
HPAs que se enquadram no grupo 2B, considerados possivelmente cancerigenos
para humanos (benzo(a)antraceno, criseno, benzo(j)fluoranteno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e indeno (1,2,3 cd-pireno)).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos tempo (0 a 120
minutos) e temperatura (120, 135 e 150°C) durante a torracdo de améndoas de
cacau quanto a formacdo de 13 HPAs, assim como o comportamento desses
compostos ao longo do processamento por meio da analise dos produtos derivados

(liquor, manteiga e cacau em po).

Materiais e métodos

Solventes e Reagentes: Os solventes e reagentes utilizados, grau HPLC, foram:
hexano, N-dimetilformamida, metanol e acetonitrila (JT Baker). Foram também
utilizados filtros de 0,45 um (Agilent) para filtracdo dos extratos antes da injecao no
cromatografo. A agua utilizada foi obtida através de um sistema de purificacao Milli-

Q (Millipore Co.). O hidréxido de sodio foi da marca Synth (Labsynth, Brasil).

Amostras: As améndoas de cacau foram adquiridas junto a uma processadora de
cacau localizada na regido sul da Bahia, e foram coletadas apds as etapas de
fermentacdo e secagem (25 kg de améndoas de cacau fermentadas e secas sem

fumaca e 25 kg améndoas de cacau fermentadas e secas com fumaca).
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Processamento: As améndoas de cacau com e sem fumaga foram torradas em
bateladas de 2 kg cada em forno elétrico rotativo (JAF Inox, Tambau, SP) com
circulagéo de ar forgada por 120 minutos, sendo retiradas amostras de 100 g a cada
15 minutos. As temperaturas usadas foram 120°C, 135°C e 150°C para as amostras
sem fumaca, e 120°C e 150°C para as amostras com fumacga. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata, totalizando 77 amostras que foram
utilizadas para estudo da cinética de formacédo dos HPAs. Todas as amostras foram
acondicionadas em embalagens PET/metalizadas para ndo ter perda de umidade e
contato com oxigénio. As condicdes de processamento que resultaram em
améndoas torradas de melhor qualidade do ponto de vista comercial (avaliada em
funcdo da acidez total e umidade) e que resultaram em maior formagcédo de HPAs
foram selecionadas para o processamento e obtencdo dos produtos derivados:
liguor, cacau em pO6 e manteiga de cacau, em triplicata. As améndoas foram
guebradas em moinho de facas de aco inoxidavel (ICMA, Campinas, SP), depois foi
realizada uma separacao granulométrica com peneiras com abertura de 5,66 mm e
2,83 mm seguida pela separacdo da casca e gérmen dos cotilédones por diferenca
de tamanho e densidade em um equipamento descascador (Capco Test Equipment,
Suffolk, UK). Os nibs foram refinados em Melanger (Spectra 10, India), para
obtencdo do liquor. O diametro maximo das particulas foi controlado com micrémetro
digital de forma a permanecer entre 20 e 25 mm (Mitutoyo, Suzano, Brasil).
Posteriormente, foi realizada a prensagem do liquor em lotes de 500 g, em prensa

hidraulica (Ercitec, Bauru, SP) para separacdo da manteiga de cacau e do cacau em

po.

Determinacdo da umidade: O teor de umidade foi determinado por gravimetria,
utilizando estufa com circulagdo de ar a temperatura de 100°C até peso constante
de acordo com o AOAC 931.04 (Latimer, 2019).

Determinacdo da acidez total e pH: O pH e a acidez titulavel foram medidos em
suspensao aquosa da amostra (10 g de amostra em 90 mL de agua), utilizando-se
um medidor de pH digital modelo ST310 (OHAUS, Campinas, Brasil) de acordo com

0s procedimentos para a determinacdo de pH pelo método AOAC 970.21 e acidez
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foi determinada por titulometria com NaoH 0,1M conforme método oficial da AOAC
942.15 (Latimer, 2019).

Determinacdo dos HPAs: O método analitico utilizado para avaliar a presenca dos
13 HPAs (benzo(a)antraceno (BaA), benzo(b)fluoranteno (BbF), benzo(j)fluoranteno
(BJF), benzo(k)fluoranteno (BKkF), benzo(a)pireno (BaP), criseno (Chy),
dibenzo(ah)antraceno (DahA), dibenzo(ae)pireno (DaeP), dibenzo(ah)pireno (DahP),
dibenzo(ai)pireno (DaiP), dibenzo(al)pireno (DalP), indeno (1,2,3 cd-pireno) (lcdP) e
5-metilcriseno (5MChy)) foi baseado naquele empregado por Camargo, Antoniolli e

Vicente (2011) para andlise de HPAs em dleo de soja.

Extracdo e Limpeza: Um grama das amostras de améndoas de cacau, cacau em po
e liquor foram pesados em erlenmeyer e 10 mL de hexano foram adicionados. As
amostras foram colocadas em ultrassom por 15 minutos e a seguir foram
transferidas para um funil de separacdo. Para a manteiga de cacau foi pesado 0,5 g
e transferido para um funil de separacdo com auxilio de 5 mL de hexano. A limpeza
dos extratos foi realizada com cartuchos de extracdo em fase solida (C18). Os
cartuchos foram ativados com 5 mL de metanol e 5 mL de agua. Em seguida, as
amostras foram aplicadas e o cartucho lavado com 10 mL de dimetilformamida-agua
(1:1, viv) e 10 mL de agua. A agua residual foi retirada por secagem sob vacuo e
posteriormente os HPAs foram eluidos com 10 mL de hexano. O extrato obtido foi
evaporado até secagem e diluido em 0,5 mL de acetonitrila para manteiga de cacau,

e 1mL para cacau em p6, améndoa de cacau e liquor.

Analise cromatografica: A técnica empregada para andlise cromatogréafica foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia (HPLC-FDL),
sendo utilizado um sistema Shimadzu com os seguintes moddulos: bomba
guaternaria LC-20AT, desgaseificador on-line DGU-20A5, injetor automatico SIL-
20A, forno de coluna Modelo CTO-20A e detector de fluorescéncia Modelo RF-
10AXL. Para a separacao dos compostos foi empregada uma coluna C18 polimérica
Vydac 201 TP54 (25 cm x 4,6 mm d.i., 5 um, estabilizada a 30 °C) e um gradiente de
fase mével composto por acetonitrila-agua em um fluxo de 1 mL/min, e volume de

injecdo de 30 pL. as andlises foram realizadas em duplicata e os dados foram
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adquiridos e processados com LCsolution software. Os compostos foram
guantificados pelo método de padronizacdo externa. Os resultados estédo

apresentados em base seca.

Andlise estatistica: Os dados obtidos foram processados utilizando o programa
XLSTAT versao 2012.6.03 (Addinsoft, Franca) para analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey com 95% de confianca.

Resultados e Discussao

Efeito do binbmio tempo e temperatura da torra

O método analitico para determinacdo de HPAs foi validado de acordo com as
orientacdes do INMETRO (2018). As curvas de calibracdo se mostraram lineares
para todos 0os compostos, com os coeficientes de correlagdo linear (r) variando de
0,9991 a 0,9999. Os limites de quantificacdo foram de 0,3 pg/kg a 3,0 pg/kg e os
limites de deteccdo variaram 0,07 pg/kg a 0,21 pg/kg, entretanto, os compostos
benzo(j)fluoranteno e indeno(1,2,3-cd)pireno apresentaram valores mais altos, 1,56
Ma/kg e 0,33 pg/kg. A exatidao variou entre 81% e 108% para a améndoa de cacau,
80% e 104% para o liquor; 82% e 117% para o cacau em po e 81% e 108% para na
manteiga de cacau. A repetibilidade do método variou de 1% a 14% (améndoa), 2%
a 10% (liquor), 2% a 14% (cacau em pd) e 1% a 10% (manteiga de cacau). A
precisao intermediaria apresentou valores de 3% a 9% (améndoa), 5% a 9% (liquor),
6% a 14% (cacau em po) e 3% a 10% (manteiga de cacau).

Na Tabela 1 estdo apresentados os niveis de HPAs encontrados durante o
processo de torra das améndoas de cacau. Foi observada uma contaminagéo inicial
tanto na améndoa seca sem fumaca como na seca com fumaca, 1,78 ug/kg e 66,24
Hg/kg para a soma dos HPAs, respectivamente.

A presenca de HPAs no tempo zero nas amostras sem fumaca possivelmente
esta relacionada com a contaminacdo ambiental, onde o material particulado pode
se depositar na superficie do alimento (Pozo et al.,, 2015; LIU et al., 2015).
Aikpokpodion et al. (2013) mostraram que, embora algumas plantacdes estejam

situadas longe das &reas urbanas, o escape de fumaca dos automoéveis é uma fonte
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importante da contaminacdo dos HPAs nas améndoas de cacau; apesar dos niveis
de BaP relatados estarem abaixo do limite maximo estabelecido pela Uniédo
Europeia (CEC, 2011).

Nas améndoas de cacau secas com presenca de fumaca, outra possivel fonte
de contaminacdo é a fumaca proveniente do proprio processo de secagem. Essa
contaminacao inicial se deve provavelmente ao uso de um sistema de secagem
artificial com secadores rotativos aquecidos pela queima de lenha. Assim a
combustdo da madeira leva a formacdo dos HPAs e conseqguentemente a sua
presenca nas améndoas (WHO, 2006; EFSA, 2008). Em seus estudos, Wandan,
Elleingand & Ndouba (2011) e Lower et al. (2012) também verificaram que as
améndoas de cacau processadas com secadores artificias apresentavam maior
concentracdo de BaP do que aquelas secas ao sol. A presenca de HPAs em
améndoas secas ao sol e com fumaca também foi identificada em outros estudos
(Aikpokpodion, Oduwole, & Ademola, 2013; Raters & Matissek, 2014; Wandan,
Elleingand, & Ndouba, 2011).

Conforme apresentado na Tabela 1, ao longo do processo de torra das
améndoas sem fumaca, em diferentes temperaturas, foram detectados 4 dos 13
HPAs analisados (BaA, Chy, BaP e DaeP) com concentracdes variando de 0,32 a
0,50 pg/kg e nas amostras com fumaca foi verificada a presenca de 7 compostos
(BaA, Chy, BbF, BKkF, BaP e DaeP) apresentando niveis maiores variando de 0,64 a
23,35 ug/kg.

Os resultados obtidos durante a torra das améndoas de cacau sem fumaca
mostram que houve diferenca significativa (p>0,05) entre os diferentes tempos de
processo para uma mesma temperatura, porém, em valores absolutos, a diferenca
pode ser considerada pequena (maximo de 0,07 pg/kg para o BaP a 150 °C). Ao
comparar as temperaturas empregadas no processo para um mesmo tempo,
verifica-se que houve diferenca significativa (p>0,05) apenas nos tempos de 60 e
105 minutos. Estes resultados indicam que, com o aumento do tempo e da
temperatura do processo de torragdo, ndo houve acréscimo nos niveis de HPAs em
relacdo a contaminacao inicial (tempo 0). Os dados obtidos no presente estudo
divergem dos resultados obtidos por Zyzelewicz et al. (2017), que avaliaram a

presenca de 12 HPAs em améndoas de cacau torradas em temperaturas e tempos
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diferentes e observaram que o aumento da temperatura levou a um pequeno

aumento na concentracdo de HPAs, de 0,38 a 0,69 ug/kg.

Tabela 1. Niveis (ug/kg) dos HPAs detectados nas améndoas de cacau fermentadas e secas
com e sem fumaga durante o processo de torra.
Améndoa de cacau sem fumaca
TEC) t(min) BaA2 Chya  5MChy2 BbF2 BkF2 BaPa DaePa THPA?2

0 044ab 0,38b nd nd nd 0,48 b 0,49 a 1,78 bA
30 0,44 b 0,32 a nd nd nd 0,42 a 0,48 a 1,67 abA
120 60 042ab 0,34 a nd nd nd 0,42 a 0,49 a 1,67 abB
90 0,42ab 0,33 a nd nd nd 0,44 ab 0,48 a 1,67 abA
105 041a 032a nd nd nd 0,45 ab 0,46 a 1,64 aAB
120 0,42ab 0,33 a nd nd nd 0,43 ab 0,45 a 1,64 aA
0 0,44 a 0,38 b nd nd nd 0,48 b 0,49 a 1,78 bA
30 041a 033a nd nd nd 0,45 a 0,49 a 1,67 aA
135 60 0,43 a 0,33 a nd nd nd 0,44 a 0,49 a 1,68 aB
90 042a 0,33a nd nd nd 0,43 a 0,50 a 1,67 aA
105 0,42 a 0,33 a nd nd nd 0,43 a 0,50 a 1,68 aB
120 0,41 a 0,33 a nd nd nd 0,43 a 0,48 a 1,65 aA
0 044a 038b nd nd nd 0,48 c 0,49 b 1,78 bA
30 0,42 a 0,33 a nd nd nd 0,44 b 0,44 a 1,64 aA
150 60 042a 033a nd nd nd 0,41 a 0,44 a 1,60 aA
90 043a 033a nd nd nd 0,42 ab 0,43 a 1,61 aA
105 0,41 a 0,34 a nd nd nd 0,42 ab 0,43 a 1,59 aA
120 042a 0,33a nd nd nd 0,42 ab 0,43 a 1,60 aA
Améndoa de cacau com fumaca
0 1382¢ 23,35¢ 1,14 a 706c 450d 10,35d 2,12¢c 66,24 cA
30 796b 11,62b 1,08 a 449b 260bc 591bc 1,75b 37,71 bA
120 60 6,85ab 10,61ab 1,15a 428b 235a 52lab 1,70b 33,25 abA
90 795b 11,59b 1,07 a 437b 283bc 6,3dbc 1,72b 38,46 bA
105 8,17 b 12,3 b 1,19 a 468b 292c 6,51c 1,86 b 40,48 bA
120 540a 8,39 a 0,97 a 283a 1,76 ab 3,97 a 1,12 a 26,03 aA
0 13,82d 2335d 1,14 c 706c 450c 10,35c 212c 62,24 dA
30 758c¢c 1151c 0,97bc 486b 3,12b 6,98b 1,84 b 40,17 cA
150 60 572b 8,96 b 0,77ab 421b 274a 6,53b 1,85 b 33,00 bA

90 507b 8,11 b 0,71 a 422b 289b 7,04Db 1,91 b 33,31 bA
105 5,56 b 9,37 b 0,76 a 453b 308b 7,26b 1,86 b 36,11 bcA
120 3,25 a 5,16 a 0,64 a 23 a 150a 3,47 a 1,35 a 19,83 aB

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5MChy: 5 metilcriseno, BbF: benzo(b)fluoranteno,
BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP: benzo(a)pireno, DaeP: dibenzo(a,e)pireno.

@ Média da triplicata do processo de torra. As andlises foram realizadas em duplicata. (n=6).
Resultados expressos em base seca

T: temperatura, t: tempo

nd: ndo detectado.

Valores da mesma coluna, com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).
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Para as amostras secas com presenca de fumaca foi realizado o processo de
torracdo empregando a menor e a maior temperatura estudadas (120°C e 150°C).
Os niveis de HPAs detectados nas améndoas com fumaca, nas duas temperaturas e
nos seis tempos estudados (Tabela 1), mostram que houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os tempos de processo em ambas as temperaturas de torracdo. Ao
comparar as temperaturas empregadas no processo, verifica-se que houve diferenca
significativa (p>0,05) em 120 minutos, com uma diminuicdo nos niveis de HPAs com
0 aumento da temperatura de torracdo de 120 para 150°C.

Os resultados obtidos mostram que houve uma pequena alteragdo nos niveis
de HPAs no periodo entre 30 e 105 min. No entanto, foi verificada uma queda nos
primeiros 30 min de torra e novamente em 120 minutos, possivelmente devido a
degradacdo desses compostos. Ao adotar um processamento sob a maior
temperatura (150°C) e maior tempo (120 min), os compostos BaA, Chy, BbF, BkF e
BaP com 3 e 4 anéis aromaticos apresentaram reducdo dos teores de 64 a 78%;
enquanto que os compostos 5MChy e D(ae)P, com 6 anéis, sofreram uma menor
diminuicdo dos niveis (36 a 43%). Esses resultados estdo de acordo com outros
estudos onde foi avaliada a estabilidade dos HPAs diante do aumento da
temperatura e do tempo de aquecimento. Nesses estudos foi verificado que os
compostos com menor nimero de anéis aromaticos sdo degradados, enquanto 0s
compostos com maior nimero de anéis e maior massa molecular tém maior
dificuldade para se degradar (Chen & Chen 2001; Houessou et al.,2007).

Efeito do processamento nos produtos do cacau

Para o acompanhamento das condicbes de torracdo foram realizadas
andlises de umidade, acidez e pH das améndoas de cacau. Os resultados estéao
apresentados na Tabela 2.

A escolha do binbmio tempo x temperatura de torra adequado para dar
sequéncia ao processamento e obter os produtos derivados das améndoas de cacau
(liquor, cacau em pdé e manteiga de cacau) foi realizada em funcdo da umidade e
acidez, a fim de garantir a eliminacdo do acido acético e de outros compostos
indesejaveis formados durante a fermentagcéo, obtendo assim um produto de melhor

gualidade.
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A acidez é um parametro importante para as améndoas de cacau, pois indica
a concentracdo de acidos livres totais que pode interferir no sabor do produto
acabado (Efraim et al., 2010; Huang & Barringer, 2010). O pH nas améndoas e
produtos derivados influencia na cor, sabor e principalmente na dispersibilidade do
cacau (Efraim et al., 2011). Os resultados da Tabela 2 mostram que a acidez das
améndoas de cacau torradas sem fumaca variou de 11,34 a 12,75 meq NaoH/100g.
Foi também observada uma diferenca significativa com o aumento do tempo e da
temperatura, sendo que a acidez titulavel diminuiu conforme a torracdo, enquanto o
pH aumentou. Jinap e Dimick (1991) e Garcia-Alamilla (2017) observaram 0 mesmo
em seus estudos, nos quais a acidez variou entre 18,79 meq NaoH/100g na
temperatura de 150°C e 11,10 meq NaoH/100g em 110°C. Essas variacoes podem
ser explicadas pelas diferencas nos estagios de maturacdo, na conducdo do

processo de fermentacéo e na torracdo (Beckett et al., 2017).

Tabela 2: Teor de umidade, acidez total e pH, em base seca, nas améndoas de cacau
secas com e sem fumacga durante o0 processo de torra.

Tempo Améndoa sem fumaca Améndoa com fumaca
(min) 120°C 135°C 150°C 120°C 150°C
0 7,47 f 7,47 e 7,47 e 7,68 f 7,68 f
30 3,19 e 1,92d 1,20d 2,63 e 1,06 e
Umidade 60 1,66 d 0,97 ¢ 0,72 c 1,73 d 0,85 d
(%02 90 1,25 ¢ 0,90 b 0,62 b 1,34 ¢ 0,76 ¢
105 1,04 b 0,70 a 0,59 b 1,24 b 0,61 b
120 0,84 a 0,65 a 0,44 a 1,10 a 0,52 a
0 15,63 f 15,63 e 15,63 e 19,59 e 19,59 f
30 12,75 e 12,09 d 11,77 d 16,31 d 15,19 e
Acidez (meq 60 12,29 d 11,85 ¢ 11,64 c 15,82 ¢ 15,09 d
NaoH/100g)? 90 12,12 ¢ 11,76 c 11,58 bc 15,58 b 14,96 ¢
105 11,94 b 11,66 b 11,50 b 15,47 b 14,74 b
120 11,81 a 11,53 a 11,34 a 15,25 a 14,55 a
0 5,20 a 520 a 5,20 a 520 a 520 a
30 563 b 561b 564 b 563 b 564 b
60 5,66 ¢ 5,64 c 5,68 bc 5,66 c 5,68 c
pH (%)
90 5,69 d 567d 5,69 ¢ 569d 569d
105 573 e 5,69 e 574d 573 e 574 e
120 575 f 571 f 577 e 575 f 577 f

@ Média da triplicata do processo de torra. As andlises foram realizadas em duplicata. (n=6).
Resultados expressos em base seca.
Valores da mesma coluna, com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p> 0,05).

Como observado na Tabela 2, os valores da acidez para as amostras com

fumaga foram maiores que a acidez nas amostras sem fumaca. Isso possivelmente
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se deve a um menor cuidado no processo de secagem, com uso de bindmios de
tempo e temperatura mais altos. As améndoas de cacau com fumaca geralmente
sdo secas de forma artificial, em secadores mecanicos, nos quais geralmente sao
usadas temperaturas maiores que 65°C para acelerar o processo de secagem.
Como consequéncia dos tempos mais curtos, ha maior dificuldade de eliminacdo do
acido acético do cotilédone para a superficie; ou ainda, pode ser devido a alguma
falha na manutengdo do equipamento (Oetterer, Regitano-d’arce, & Spoto, 2006).

Os teores de umidade para as améndoas fermentadas e secas (tempo zero)
foram de 7,47% (sem fumacga) e 7,68% (com fumacga), encontrando-se abaixo do
limite estabelecido pela Instrucdo Normativa 38/2008, de até 8% para assegurar
uma boa conservagdo e nao favorecer o crescimento de fungos (Brasil, 2008).
Conforme esperado, houve diminuicdo nos teores de umidade ao longo do processo
de torracdo das améndoas, chegando ao intervalo de 0,44 a 1,10%.

Para avaliar o comportamento e os niveis de HPAs presentes nos produtos
derivados do cacau foi dada sequéncia ao processamento utilizando temperatura de
torracdo de 120°C por um tempo de 60 minutos. Conforme apresentado
anteriormente, para améndoas de cacau sem fumaca, essas condi¢des resultaram
em umidade e acidez apropriadas para processamento (em torno de 1,66%, e 12,29
meq NaoH/100g, respectivamente). Para uma comparacdo adequada dos
resultados, foi dada sequéncia ao processo nas mesmas condi¢bes para améndoas
de cacau com fumaca. O uso de maiores tempos (105 e 120 minutos) poderia
ocasionar uma desidratacdo intensa da superficie dos cotilédones, ou seja, uma
perda sensorial e também uma menor aceitacdo devido ao sabor amargo e gosto de
gueimado; enquanto um menor tempo (30 minutos) ndo levaria a formacdo dos
compostos de sabor nem a eliminacdo adequada do acido acético (Afoakwa, 2015;
Beckett et al., 2017).

Na Tabela 3 estdo apresentados os niveis de HPAs nos produtos obtidos das
améndoas com e sem fumaca torradas a 120°C por 60 minutos. Nos produtos
obtidos a partir das améndoas sem fumaca foram detectados quatro HPAs com
niveis variando de ndo detectado a 0,75 pg/kg. O liquor e a manteiga apresentaram
as maiores concentragdes para a somatoria dos HPAs (2HPA), 2,02 e 2,09 pg/kg,
respectivamente, enquanto que na casca os HPAs nao foram detectados. Sete

compostos foram detectados nos subprodutos obtidos a partir das améndoas com
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fumaca, sendo que os niveis variaram entre 0,33 e 30,62 pg/kg. Nesse caso, a
casca e a manteiga apresentaram as maiores concentragoes para 2HPA, 137,37 e
31,70 ng/kg, respectivamente.

O Regulamento n°835/2011 da Unido Europeia estabelece niveis maximos
para alguns HPAs em alguns alimentos, entre eles améndoas de cacau e seus
derivados. Os limites maximos sao de 5,0 pg/kg para o benzo(a)pireno e 30,0 pg/kg
para a somatéria dos HPA4 (BaA, Chy, BbF e BaP) (CEC, 2011). Assim, o nivel
detectado na casca da amostra seca com fumaca ultrapassou o limite estabelecido
pela legislacdo tanto para o BaP como para o HPA4. Os niveis detectados nas
améndoas de cacau torradas e nos outros subprodutos estavam de acordo com 0s

niveis estabelecidos pela legislacdo para os dois parametros.

Tabela 3: Niveis (ug/kg) dos HPAs detectados nas améndoas de cacau torrada e nos
subprodutos liquor, casca, cacau em pé e manteiga de cacau. Torra realizada a 120°C / 60
minutos.

HPA Améndoa Liquor Casca Cacau em po Manteiga
torrada

BaA 0,39 b 0,57 c nd 0,37 b 0,60 c
Améndoa Chy 0,34 b 0,67 c nd 0,34 b 0,75 d
sem BaP 0,32 b 0,41 c nd 0,32 b 0,32 b
fumaca DaeP 0,44 ¢ 0,37 b nd 042 ¢ 0,42 bc
2HPA 1,47 A 2,02 A nd 1,46 A 2,09 A
BaA 3,84 c 2,63 b 30,62 e 1,23 a 8,34 d
Chy 501b 471 b 47,21 d 2,07 a 11,10 ¢
A 5MChy 0,38 a 1,14 b 3,34 c 0,35 a 0,56 a
A”(‘:%rr‘goa BbF 232 ¢ 1,35 b 17,66 e 046 a 3,52 d
fumaca BKF 1,43 b 1,20 b 12,06 d 0,40 a 3,15¢
BaP 2,84 b 221b 22,21d 0,48 a 4,10 c
DaeP 0,48 a 0,33 a 4,26 ¢ 0,35 a 0,93 b
>HPA 16,30 B 13,56 B 137,37 4,94 B 31,70 B

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5MChy: 5 metilcriseno, BbF: benzo(b)fluoranteno,
BkF: benzo(K)fluoranteno, BaP: benzo(a)pireno, DaeP: dibenzo(a,e)pireno.

@ Média da triplicata do processo de torra. As andlises foram realizadas em duplicata. (n=6).
Resultados expressos em base seca

nd: ndo detectado.

Valores da mesma coluna com letras iguais nao diferem significativamente entre si (p>
0,05).

De modo a analisar o comportamento dos HPAs durante o processamento, foi
realizado um balango de massa utilizando a massa dos produtos obtidos e as

concentragdes da ZHPA apresentadas na Tabela 3. Durante o processamento das
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améndoas até a obtencdo de liquor, foi observado que houve sobra de torta de
cacau no moinho; assim como houve sobra de liquor na prensa durante a obtencéo
da manteiga e do cacau em p0. Isso se deve possivelmente ao fato do processo ter
sido realizado em escala piloto, havendo uma falta de eficiéncia do moinho e da
prensa hidraulica.

Os resultados obtidos para o balanco de massa estdo apresentados na
Tabela 4. Conforme foi possivel verificar, na amostra sem fumaca a maior porgcéo
dos HPAs ficou retida no liquor (91,4%) e posteriormente foi transferida quase em
propor¢des iguais para a manteiga (34,0%) e para o cacau em po (37,0%); sendo
gue o restante ficou retido no liquor que sobrou na prensa (20,4%). Nao foi
detectada a presenca de HPAs na casca. Na amostra com fumaga, por sua vez,
apenas 54,9% dos HPAs ficaram retidos no liquor, sendo a seguir transferidos em
maior proporcdo para a manteiga de cacau (42,8%). Apds as etapas de moagem e
prensagem, uma grande porcdo dos HPAs ficou retida na casca (31,5%) e uma

porcdo consideravel (13,6%) ficou na torta de cacau retida no moinho.

Tabela 4: Balango de massa dos HPAs utilizando a massa dos subprodutos obtidos e as
concentracdes da ZHPA.

Améndoa Moinho Prensa HPAs (%)
Manteiga 34,0
Liquor (91,4 %) Cacau em poé 37,0
Residuo da prensa 20,5
Semfumagca  Casca 0,00

Perdas no moinho e
no processo de

prensagem 8,6

Manteiga 42,8

Liquor (54,9 %) Cacau em poé 11,0

Residuo da prensa 1,1

Com fumaca Casca 315

Perdas no moinho e
no processo de
prensagem 13,6

De acordo com os dados nas Tabelas 3 e 4, verifica-se que ha tendéncia para
gue os HPASs, que sdo moléculas apolares, migrarem para a manteiga de cacau, que
€ a fracdo lipidica das améndoas de cacau. Nas cascas das améndoas de cacau
com fumaca foi detectado um nivel significativamente maior da ZHPA em

comparagdo com as cascas provenientes das améndoas secas sem fumaca,
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havendo também uma maior transferéncia de HPAs para esse produto. Esses
resultados indicam que a contaminacdo ocorreu possivelmente na etapa de
secagem artificial, quando as améndoas entraram em contato direto com a fumaca
proveniente da combustdo da madeira. Apos a torracdo as cascas sao eliminadas,
ndo prosseguindo para as outras etapas do processamento, entretanto, as altas
temperaturas utilizadas na torracdo podem possibilitar a migracdo dos HPAs da
casca para 0s cotilédones, e consequentemente para os produtos derivados
(Aikpokpodion, Oduwole, & Ademola, 2013, Lowor et al., 2012; Ziegenhals, Speer, &
Jira, 2009).

Em estudo realizado por Misnawi (2012) foi avaliada a influéncia de diferentes
processos de secagem das améndoas de cacau nos teores de HPAs e foram
obtidos dados similares aos encontrados no presente estudo, de forma que a
manteiga de cacau obtida a partir de processo de secagem ao sol apresentou niveis
de HPAs menores em relacdo aquela obtida em secagem artificial com queima de

madeira.

Concluséao

Os resultados deste estudo demonstram que nao houve aumento na
concentracdo dos HPAs com a temperatura e o tempo usados no processo, nao
sendo verificada a formacao desses compostos no processo de torragao. Entretanto,
foi observada uma reducéo nos niveis conforme o tempo e temperatura de processo
aumentaram. A presenca dos HPAs se deve a contaminacao inicial das améndoas
de cacau fermentadas e secas, que pode ser proveniente de contaminacéo
ambiental ou da fumaca gerada no processo de secagem com ar quente derivado da
combustdo de madeira.

Os maiores niveis destes compostos foram encontrados nas amostras com
fumaca, possivelmente por uso inadequado dos secadores rotativos. O contato
direto da fumaca com a casca em conjunto com as temperaturas de torra
empregadas podem levar a migracdo dos HPAs para os cotilédones e,
consequentemente, para os produtos derivados. A retirada da casca antes da
torracdo, como ja é utilizado em algumas industrias, seria uma proposta para

eliminacdo e/ou reducdo dos niveis dos HPAs tanto nas améndoas quanto nos
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produtos derivados. Essa acgdo poderia auxiliar na reducdo da exposicdo da

populacdo a compostos potencialmente carcinogénicos e genotoxicos.
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ANEXO 1

Tabela 1. Parametros de validagdo do método analitico para determinacdo de HPAs em améndoa de
cacau, cacau em pg, liquor e manteiga de cacau (faixa linear, coeficiente de correlagéo, limite de
deteccgdo (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ)).

Coeficiente de

HPA Faixa linear correlacio LOD LOQ
(Ho/L) © (Ho/L) (Ho/L)

BaA 0,3-20,0 0,9998 0,08 0,30
Chy 0,3-20,0 0,9996 0,19 0,30
5MChy 0,3-20,0 0,9996 0,21 0,30
BjF 3,0-200,0 0,9998 1,56 3,00
BbF 0,3-20,0 0,9998 0,11 0,30
BkF 0,3-20,0 0,9999 0,08 0,30
BaP 0,3-20,0 0,9999 0,11 0,30
DalP 0,3-20,0 0,9997 0,13 0,30
DahA 0,3-20,0 0,9999 0,20 0,30
lcdP 3,0 -200,0 0,9999 0,33 3,00
DaeP 0,3-20,0 0,9998 0,07 0,30
DaiP 0,3-20,0 0,9991 0,13 0,30
DahP 0,3-20,0 0,9996 0,17 0,30

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5MChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF:
benzo(b)fluoranteno, BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP: benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(a,l)pireno, DahA:
dibenzo(a,h)antraceno, IcdP: indeno(1,2,3-cd)pireno, DaeP: dibenzo(a,e)pireno, DaiP:
dibenzo(a,i)pireno, DahP: dibenzo(a,h)pireno
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Tabela 2. Exatid8o (recuperacao), repetibilidade (coeficiente de variagdo - CV) e precisao intermediaria (Pl) do método analitico para determinagdo de HPAs em améndoa de cacau,

liquor, cacau em p6 e manteiga de cacau.

Recuperagdo média (CV) (%2

Améndoa de cacau Liquor Cacau em po Manteiga de cacau
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 1 Nivel 2  Nivel 3 Nivel 1  Nivel 2  Nivel 3 Nivel 1  Nivel 2  Nivel 3
A sk et Guen T oswon euen) Guen T ospen @uen 6w PO wope @ pon Guony PO
BaA 108(4)  100(3) 97 (1) 9 101(7) 89(5) 98 (3) 5 117(8) 95(5) 90 (2) 6 99(9)  90(9) 88(2) 8
Chy 1029  99(7)  94(3) 9 86(3)  95(6) 100 (3) 5 98(8) 95(6) 93(3) 6 88(10) 99 (10) 108 (5) 7
5MChy 94 (12)  84(8)  81(1) 9 86(9) 90(6) 86(2) 8 85(9) 92(9) 85(6) 11 91(5)  79(9) 94 (4) 8
BjF 100(2)  92(3)  101(1) 3 98(2)  103(8) 104(3) 7 107 (5) 93 (4) 102 (4) 5 103 (4)  107(7) 114 (1) 7
BbF 91 (8) 86(3)  96(3) 5 87(5) 86(4) 95(4) 5 89(8) 93(10) 93(5) 12 94(7) 100 (11) 92 (1) 10
BKF 103(9)  93(6) 99 (4) 7 88(6) 80(6) 94 (5) 6 94(8)  91(10) 89 (4) 12 91(6) 86(6) 86(2) 8
BaP 102(8)  93(4) 99 (3) 6 102 (7) 84(4)  96(4) 5 104 (11) 91(6) 83(2) 11 96 (4) 88(5) 93 (5) 7
DalP 99 (8) 87(5)  88(1) 9 92 (10) 75(5) 96 (6) 9 99 (10) 96(4) 82(2) 10 100(9)  81() 96 (7) 7
DahA 88 (7) 96(8) 102 (1) 7 87(6) 87(3) 101 (5) 8 107 (11) 102(7) 97 (5) 9 95(5)  102(4) 99 (3) 7
lcdP 98 (2) 95() 98 (1) 5 104 (7) 93(5) 95 (4) 5 103 (4) 100(5) 93 (1) 7 102(3)  91(6) 92 (2) 6
DaeP  101(14) 95(4) 101 (1) 7 98(9)  93(10) 93 (1) 8 87(4) 103(5) 105(14) 10 104 (7)  105(3) 96 (2) 3
DaiP 107(8) 95(4) 101 (1) 6 112(4)  92(7) 92(2) 6 107 (3) 88(7) 92(2) 12 107 (10)  98(4) 90 (3) 5
DahP 102 (4) 85 (3) 92(1) 4 103(2) 84(7) 92(1) 5 101 (4) 87(11) 82(2) 14 97 (5) 88(6) 88 (3) 6

BaA: benzo(a)antraceno, Chy: criseno, 5SMChy: 5 metilcriseno, BjF: benzo(j)fluoranteno, BbF: benzo(b)fluoranteno, BkF: benzo(k)fluoranteno, BaP: benzo(a)pireno, DalP: dibenzo(al)pireno,
DahA: dibenzo(ah)antraceno, IcdP: indeno(1,2,3-cd)pireno, DaeP: dibenzo(ae)pireno, DaiP: dibenzo(ai)pireno, DahP: dibenzo(ah)pireno.
aMédia de cinco replicatas

bMédia de 10 replicatas
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