:© GRADUACAO

AL

INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM ALIMENTOS
Centro de Ciéncia e Tecnologia em Alimentos

VITOR HUGO BURGON

CACAU E CHOCOLATES “BEAN TO BAR”: CONTAMINANTES
INORGANICOS E OCRATOXINA A

CAMPINAS - SP
2023






VITOR HUGO BURGON

CACAU E CHOCOLATES “Bean to Bar’:
CONTAMINANTES INORGANICOS E OCRATOXINA A

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Tecnologia de Alimentos para a obtencao do
titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos

Aluno: Vitor Hugo Burgon
Orientador: Dr. Marcelo Antdnio Morgano
Co-orientadora: Dra. Beatriz Thie lamanaka

Este exemplar corresponde a versao final da Dissertacdo defendida pelo

aluno Vitor Hugo Burgon e orientada pelo Prof. Dr. Marcelo Antdénio Morgano

CAMPINAS - SP
2023



Agéncia(s): CAPES e FAPESP
N2 do proc.: Codigo de financiamento 001 e Processos FAPESP 2020/16170-6 e 2022/02658-2.

Ficha Catalografica

Elaborada pela Bibliotecaria Lucilene Paulina da Silva CRB/8 - 8507
Biblioteca Central do ITAL - Instituto de Tecnologia de Alimentos

B957¢c Burgon, Vitor Hugo.

Cacau e chocolates "Bean to Bar': contaminantes
inorganicos e Ocratoxina A. / Vitor Hugo Burgon. Dissertacao de
Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Campinas, SP: Ital,
2023.

125 f.
Orientador: Dr. Marcelo Antonio Morgano

1. Contaminantes inorganicos. 2. Ocratoxina A. 3.
Chocolate artesanal. 4. Seguranca de alimentos. 5. ICP-MS. I.
Instituto de Tecnologia de Alimentos (Ital). Centro de Ciéncia e
Qualidade de Alimentos (CCQA). Il. Burgon, Vitor Hugo. lll. Titulo.

Informacoes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Cocoa beans and “Bean to Bar” chocolates: Inorganic contaminants and
Ochratoxin A

Palavras-chave em inglés: Inorganic contaminants, Ochratoxin A, Artisanal chocolate, food
safety, ICP OES, ICP-MS, HPLC-FLD.

Titulacao: Mestre em Ciéncia e Techologia de Alimentos

Banca Examinadora: Marcelo Antonio Morgano, Beatriz Thie lamanaka, Valdecir Luccas,
Raquel Fernanda Milani e José Luan da Paixao Teixeira

Data da Defesa: 28/04/2023

Programa de Pés-graduacao em Ciéncia e Techologia de Alimentos




BANCA EXAMINADORA

Este exemplar corresponde a redacao final da Dissertagcdo de Mestrado
defendida por Vitor Hugo Burgon, aprovada pela Comissao Julgadora em
28/04/2023.

Prof. Dr. Marcelo Anténio Morgano
CCQA/ITAL - Presidente

Profa. Dra. Beatriz Thie lamanaka
CCQA/ITAL - Co-orientadora

Profa. Dra. Valdecir Luccas
ITAL - Titular

Dra. Raquel Fernanda Milani
ITAL - Titular

Prof. Dr. José Luan da Paixao Teixeira
ITAL - Suplente

A ata de defesa de dissertagado de mestrado com as respectivas assinaturas dos membros
da banca encontra-se arquivada junto a documentagao do aluno.






DEDICATORIA

Dedico esta dissertacao aos
meus amados pais Luis e Cirlene

e a Vitoria minha irma



AGRADECIMENTOS

A Deus primeiramente, por me dar forgas para superar todas as dificuldades,
paciéncia e protecao em todos os momentos.

Aos meus familiares, pais, irmaos, tios, primos e avés por me incentivar dar
amor e apoiar durante todo o percurso.

Ao Prof. Dr. Marcelo A. Morgano por me instruir e orientar em todos os
aspectos e ser um bom companheiro, ser muito atencioso, humilde, educado,
paciente, dedicado, confiante, claro em se expressar, pelos conselhos e por passar
um pouco de seu enorme conhecimento. Em especial quero agradecer por ser um
“espelho” como pessoa, pesquisador e profissional.

A Dra. Raquel F. Milani por me instruir em todas as andlises de
contaminantes inorganicos e operacao dos instrumentos analiticos, por sua
educacgao, humildade, paciéncia, confianga, clareza em se expressar, dedicacéo,
conselhos, seu bom humor e sempre querer o0 meu bem. Em especial quero
agradecer por ser uma boa pessoa para mim e todas as pessoas ao seu redor.

A Profa. Dra. Beatriz T. lamanaka por me coorientar e me instruir durante as
analises de cromatografia, ser educada, humilde, atenciosa, dedicada,
pacificadora, compreensiva, rigorosa e organizada.

Aos colaboradores e estudantes de pés-graduacao e iniciacao cientifica do
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL): Adri, Ana Oliveira, Ana Rebellato,
Adriana, Caio, Giovana, Isabel e Manuela.

Ao Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos do ITAL pela
disponibilizacdo de suas instalacées e equipamentos necessarios para realizagao
da pesquisa.

A CAPES e FAPESP, o presente trabalho foi desenvolvido com o apoio da
Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES)
— Cddigo de Financiamento 001 - e Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP) — Cédigos de Financiamento 2020/16170-6 e 2022/02658-2.

Aos membros das bancas de qualificacdo e de defesa pela disponibilidade,
observagdes e criticas construtivas.

Muito obrigado!

Vi



RESUMO

O interesse e a valorizacao por chocolates “Bean to Bar” (da améndoa a
barra) tem crescido, com apelo por ser mais natural, proveniente de producao
artesanal e sustentavel. Sua producao ocorre em menor escala que a industrial,
com a utilizacdo de equipamentos adaptados, com a escolha cuidadosa do cacau,
que possui origem controlada e apresentando maior valor agregado. Estes produtos
prezam pela qualidade do produto e pelas questées socioambientais. Contudo,
alguns estudos em chocolates com producéo tradicional mostram a contaminacao
deste produto com contaminantes inorganicos e micotoxinas. As principais fontes
de contaminacao por contaminantes inorganicos, como arsénio, chumbo e cadmio
estao relacionadas a sua presenca no meio ambiente, sendo fortemente associada
a regiao onde o cacau é cultivado, enquanto a ocratoxina A pode ser formada na
etapa de secagem e armazenamento do cacau. Para proteger a saude publica e
garantir a oferta de produtos seguros ao consumidor é de extrema importancia um
estudo que mapeie os niveis de contaminantes inorganicos e ocratoxina A em
améndoas de cacau e avalie a ocorréncia destes contaminantes em chocolates.
Desta forma este estudo teve como objetivo estudar e validar métodos analiticos
para avaliar a ocorréncia de elementos-traco arsénio, cobalto, cadmio, chumbo,
cobre, mercurio e selénio e a ocratoxina A em améndoas de cacau e em chocolate
“Bean to Bar”do Brasil (Amazénia, Amapa, Bahia, Espirito Santo, Para e Roraima)
utilizando as técnicas analiticas de espectrometria de emissao 6tica com fonte de
plasma com acoplamento indutivo (ICP OES), espectrometria de massas com fonte
de plasma com acoplamento indutivo (ICP-MS) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccao por fluorescéncia (HPLC-FLD) e calcular a estimativa de
ingestao e/ ou exposicao destes elementos tracos e da ocratoxina A. Os limites de
deteccao e de quantificacao para As, Cd, Cu e Pb em améndoas de cacau variaram
de 0,021 a 0,171 e 0,033 a 0,272 mg kg'!, respectivamente. Para As, Co, Cd, Cu,
Hg, Pb e Se em chocolates “Bean to Bar” os valores variaram de 0,001 a 0,019 e
0,002 a 0,029 mg kg, respectivamente. Para ocratoxina A em améndoas de cacau
e chocolates “Bean to Bar” os limites de deteccéao ou quantificacdo foram iguais de
0,04 e 0,1 ug kg, respectivamente. Foram analisadas 23 amostras de améndoas

de cacau e 65 de chocolates “Bean to Bar” para a determinagédo dos elementos-
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traco. Para a ocratoxina A foram analisadas 43 amostras de améndoas de cacau
sendo 22 coletadas durante o pré-processamento (fermentacdo e secagem) em
duas fazendas localizadas em Arataca-BA (n=14) e Mocajuba-PA (n=8) e 62 de
chocolates “Bean to Bar”. O As e o Hg ndo foram detectados em nenhuma das
amostras analisadas. As concentracbes médias dos elementos traco nos
chocolates “Bean to Bar” variaram de <LOD a 0,145 para Cd; 3,90 a 10,109 para
Cu; <LOD a 0,47 para Co; <LOD a 0,02 para Pb e para Se, de <LOD a 0,088 mg
kg™'; enquanto nas améndoas de cacau variaram de <LOD a 0,68 para Cd; 16,6 a
22,38 para Cu e para Pb de <LOD a 0,04 mg kg™'. O teor de Cd ultrapassou o limite
maximo tolerado de 0,30 mg kg para pasta de cacau, estipulado pela legislagéo
brasileira para as améndoas de cacau e para chocolates. O calculo da estimativa
de exposicdo ao Cd, considerando o consumo de 15,75 g por dia de chocolate
“Bean to Bar’, para criangas atingiu até 94% da PTMI. A concentracdo de
ocratoxina A em améndoas de cacau variou entre <LOD e 0,76 ug kg' e em
chocolates “Bean to Bar”variou entre <LOD e 0,09 ug kg''; e em nenhuma amostra
ultrapassou o limite maximo tolerado estabelecido pela legislacdo brasileira. A
estimativa de ingestao nao atingiu a PTWI. Foi observado que os maiores teores
dos elementos-traco e de ocratoxina A estiveram concentrados nas améndoas pré-

processadas e em chocolates com maior percentual de solidos de cacau.

Palavras-chave: Contaminantes inorganicos, ocratoxina A, chocolate artesanal,
seguranca de alimentos, ICP OES, ICP-MS, HPLC-FLD.
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ABSTRACT

The interest and appreciation for “Bean to Bar”chocolates (from the bean to the bar)
has grown, with appeal for being more natural, artisanal, and sustainable. lts
production occurs on a smaller scale than industrial production, with the use of
adapted equipment and careful selection of cocoa, which has controlled origin and
higher added value. These products value quality and socio-environmental issues.
However, some studies on traditionally produced chocolates show contamination
with inorganic contaminants and mycotoxins. The main sources of contamination by
inorganic contaminants such as arsenic, lead, and cadmium are related to their
presence in the environment, strongly associated with the region where cocoa is
grown, while ochratoxin A can be formed during the drying and storage stage of
cocoa. To protect public health and ensure the supply of safe products to
consumers, it is extremely important to study the levels of inorganic contaminants
and ochratoxin A in cocoa beans and evaluate the occurrence of these
contaminants in chocolates. Thus, this study aimed to study and validate analytical
methods to evaluate the occurrence of trace elements arsenic, cobalt, cadmium,
lead, copper, mercury, and selenium and ochratoxin A in cocoa beans and “Bean to
Bar” chocolate from Brazil (Amazon, Amapda, Bahia, Espirito Santo, Para, and
Roraima) using analytical techniques such as optical emission spectrometry with
inductively coupled plasma source (ICP OES), mass spectrometry with inductively
coupled plasma source (ICP-MS), and high-performance liquid chromatography
with fluorescence detection (HPLC-FLD) and calculate the estimate of ingestion
and/or exposure to these trace elements and ochratoxin A. The detection and
quantification limits for As, Cd, Cu, and Pb in cocoa beans ranged from 0.021 to
0.171 and 0.033 to 0.272 mg kg™, respectively. For As, Co, Cd, Cu, Hg, Pb, and Se
in “Bean to Bar” chocolates, the values ranged from 0.001 to 0.019 and 0.002 to
0.029 mg kg, respectively. For ochratoxin A in cocoa beans and “Bean to Bar”
chocolates, the detection or quantification limits were equal to 0.04 and 0.1 pg kg™,
respectively. Twenty-three samples of cocoa beans and 65 “Bean to Bar”’chocolates
were analyzed for the determination of trace elements. For ochratoxin A, 43 samples
of cocoa beans were analyzed, 22 of which were collected during the pre-processing
(fermentation and drying) on two farms located in Arataca-BA (n=14) and Mocajuba-



PA (n=8), and 62 “Bean to Bar” chocolates. As and Hg were not detected in any of
the analyzed samples. The average concentrations of trace elements in “Bean to
Bar” chocolates ranged from <LOD to 0.145 for Cd; 3.90 to 10.109 for Cu; <LOD to
0.47 for Co; <LOD to 0.02 for Pb, and for Se, from <LOD to 0.088 mg kg™', while in
cocoa beans they ranged from <LOD to 0.68 for Cd; 16.6 to 22.38 for Cu and for
Pb, from <LOD to 0.04 mg kg™'. The Cd content exceeded the maximum tolerated
limit of 0.30 mg kg™' for cocoa paste, established by Brazilian legislation for cocoa
beans and chocolates. The calculation of Cd exposure considering a daily
consumption of 15.75 g of “Bean to Bar” chocolate for children reached up to 94%
of the Provisional Tolerable Monthly Intake (PTMI). The concentration of ochratoxin
A in cocoa beans ranged from <LOD to 0.76 ug kg™, and in “Bean to Bar”chocolates
it ranged from <LOD to 0.09 ug kg, with none of the samples exceeding the
maximum tolerated limit established by Brazilian regulation. The estimated intake
did not reach the Provisional Tolerable Weekly Intake (PTWI). It was observed that
higher levels of trace elements and ochratoxin A were concentrated in pre-
processed cocoa beans and chocolates with a higher percentage of cocoa solids.

Keywords: Inorganic contaminants, Ochratoxin A, Artisanal chocolate, food safety,
ICP OES, ICP-MS, HPLC-FLD.
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INTRODUCAO

O chocolate é feito a partir do processamento do cacau sendo considerado
um fruto de clima tropical que foi descoberto por civilizagdes antigas (astecas,
maias e olmecas), possui propriedades benéficas a saude e sabor agradavel,
podendo ser incorporado em receitas ou consumido em barras. Seu consumo vem
crescendo com o passar dos anos e tem sido estudado cada vez mais as suas
propriedades, visando a obtencao de um produto com alta qualidade e seguro (DA
SILVA, 2020; PEROTTI et al., 2020; ZIMMERMANN; ELLINGER, 2020).

No continente Africano esta o maior produtor de cacau do mundo, a Costa
do Marfim, seguido de Gana, e juntos produzem mais de 80% de todo cacau
produzido no mundo. Outros paises pertencentes ao continente africano também
sao grandes produtores, como Camardes e Nigéria. Na América do Sul os paises
que se destacam sao Brasil e Equador (ICCO, 2020). O Brasil permanece uma das
poténcias mundiais da producao de cacau. De acordo com o IBGE, em 2020 foi
alcancada uma producéao de 280 mil toneladas de cacau (IBGE, 2020).

No Brasil em 2020, apesar da pandemia gerada pelo COVID-19 ter afetado
diversos setores da economia, foi mantido o consumo médio de chocolate de 3,8
kg per capta, com diminuicao de 11,8% apenas se comparado a 2019 (ABICAB,
2020; GANDRA, 2020).

O consumo de chocolate pode trazer beneficios a saude pelo fato de que
na composicdo quimica das améndoas de cacau podem ser encontrados
compostos antioxidantes bioativos benéficos a saude das classes das
metilxantinas, fenilpropanoides, esteroides, flavonoides, agucares e glicosideos. A
teobromina € um composto antioxidante comumente encontrado nas sementes de
cacau e é conhecida por diversos beneficios a saude, como antitumoral, proteger
0 coragao, anti-inflamatoria e nao possuir efeitos colaterais que a cafeina contém,
além de apresentar melhora na memodria. Outros compostos antioxidantes
relevantes sao as proantocianidinas, naringinas, taxifolinas, quercetinas, rutinas e
acidos protocatecuico, cafeico e fertlico. (MARTINEZ-PINILLA; ONATIBIA-
ASTIBIA; FRANCO, 2015; ZIMMERMANN; ELLINGER, 2020).



Em 2005, surgiu nos Estados Unidos a tendéncia “Bean tfo Bar”’ (da
améndoa a barra) cuja principal ideia é fabricar e comercializar chocolates mais
naturais, de forma “artesanal”, utilizando um processo de produg¢do com controle
integral do cacau, que vai desde a lavoura até a barra de chocolate. Neste processo
a origem do cacau é conhecida e ha o controle de todas as etapas de producéao do
chocolate desde a colheita, fermentacdo e secagem permitindo obter um alimento
com elevada qualidade nutricional, saboroso e aromatico. Na producédo de
chocolates “Bean to Bar’, as principais etapas de processo envolvem: a selecdo de
améndoas de cacau, que sao torradas de forma cuidadosa para nao mascarar as
caracteristicas do cacau; a quebra das améndoas, separando as cascas da
semente obtendo-se os nibs, que sdo moidos até a formacdo do liquor do
chocolate, seguido da adicdo de acgucar organico. Este processo utiliza apenas o
cacau (so6lido) e a manteiga de cacau (gordura natural da améndoa de cacau) € o
acucar, proporcionando um chocolate de alta qualidade e com sabor e aroma
caracteristico da améndoa de cacau. Os chocolates obtidos por este processo séo
mais puros, sem emulsificantes, conservantes e aromatizantes, contendo somente
0 cacau, a manteiga de cacau e o agucar organico. Os chocolates “Bean to Bar”
vem se espalhando pelo mundo, inclusive no Brasil, com a tendéncia de produgao
de alimentos ambientalmente sustentaveis (GALLO; ANTOLIN-LOPEZ; MONTIEL,
2018; RECANATI; MARVEGGIO; DOTELLI, 2018; VIOTTO; SUTIL; ZANETTE,
2018). Em 2015, o mercado de chocolates “Bean to Bar” dos EUA foi estimado em
mais de US$ 100 milhdes/ano (VREELAND, 2015).

A legislagéo brasileira, através da RDC n° 723, aprovou o Regulamento
técnico para chocolate e produtos de cacau, definindo a quantidade minima de
sélidos totais de cacau (Theobroma cacao L.) de 25% (g/100 g) para o produto ser
denominado como chocolate e de 20% (g/100 g) como o teor minimo para sélidos
totais de manteiga de cacau para ser denominado de chocolate branco. Manteiga
e 0 p6 sao os produtos obtidos do liquor de cacau e o cacau soluvel é o produto
obtido a partir do cacau em p6 adicionado de outros ingredientes. O chocolate é
definido como o produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau, massa,
pasta ou liquor de cacau, cacau em p6é ou manteiga de cacau, com outros
ingredientes, podendo apresentar recheio, cobertura, formato e consisténcia
variados. E o chocolate branco é definido como o produto obtido a partir da mistura
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da manteiga de cacau com outros ingredientes, podendo apresentar recheio,
cobertura, formato e consisténcia variados (BRASIL, 2022).

Para oferecer aos consumidores um produto seguro e de qualidade as
autoridades no Brasil e na Unido Europeia através da Instrucdo Normativa (IN) n°
160/2022 e do Regulamento (EU) n° 488/2014, determinaram limites maximos de
contaminantes inorganicos em pasta de cacau, chocolate e produtos a base de
cacau com menos e mais de 40% de cacau (BRASIL, 2022; EU, 2014). Para
ocratoxina A os limites em cacau e chocolate também foram regulamentados na
Instrugao Normativa (IN) n° 160/2022 (BRASIL, 2022).
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

O presente trabalho teve como objeto avaliar a ocorréncia de elementos-
traco, arsénio, cadmio, chumbo, cobalto, cobre, mercurio e selénio utilizando as
técnicas de espectrometria de emissao 6tica com plasma acoplado indutivamente
(ICP OES); espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) e da micotoxina, a ocratoxina A, utilizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecg¢do por fluorescéncia (HPLC-
FLD) em améndoas de cacau destinadas a fabricagdo de chocolate do tipo “Bean
to Bar’.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Validar métodos analiticos empregando as técnicas ICP OES, ICP-MS e
HPLC-FLD para deteccao e quantificacao de elementos-traco e de ocratoxina A em
améndoas de cacau e chocolates “Bean to Bar”, respectivamente.

* Avaliar a ocorréncia dos elementos-traco As, Cd, Co, Cu, Hg, Pb, Hg, Se e da
micotoxina ocratoxina A em améndoas de cacau para a producao de chocolates
“Bean to Bar”procedentes das principais regides do Brasil (AM, BA, PA e ES) e em
chocolates “Bean to Bar”’das regides AM, AP, BA, ES, FA, MA, PA e RO, adquiridos
no comercio eletrénico.

» Avaliar a exposicao da populagéo brasileira aos contaminantes (elementos-
traco e ocratoxina A) pelo consumo de chocolate “Bean to Bar”, considerando 0s
grupos populacionais adultos e criancas.

* Ampliar a base de dados existentes sobre os niveis de ocorréncia dos
elementos-traco As, Cd, Co, Cu, Hg, Pb, Se e da micotoxina ocratoxina A em

améndoas de cacau e chocolates obtidos por processos artesanais “Bean to Bar’.



CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. CACAU E CHOCOLATE

1.1 Producao e mercado

A produgéao mundial de cacau entre 2021 e 2022 foi estimada em 5,2 milhdes
de toneladas e os paises que mais produziram foram Costa do Marfim, Gana e
Camardes: 2,2 milhdes; 1 milhdo e 290 mil toneladas, respectivamente (ICCO,
2022). O Brasil permanece uma das poténcias mundiais da producao de cacau e,
de acordo com o dados do IBGE, em 2022 foram colhidos 288 mil toneladas de
cacau em area de 599 mil hectares. A Bahia e o Para representam mais 90 % da
producédo no pais (IBGE, 2022). O Para é o principal produtor brasileiro (144 mil
tons), seguido pela Bahia (126 mil tons), Espirito Santo (11 mil tons), Rondénia (4,9
mil tons), Amazé6nia (869 tons), Mato Grosso (471 tons) e Roraima (8 tons).
Segundo a Associacao Nacional das Industrias Processadoras de Cacau (AIPC),
em 2022 as industrias processadoras das améndoas de cacau do Brasil receberam
205 mil tons, sendo importadas 11 mil tons e exportadas 567 tons (AIPC, 2022).

Na década de 90 o Brasil teve um declinio na producao de cacau passando
de 426 mil toneladas entre 1985 e 1987 para 197 mil toneladas entre 2019 e 2020
(Figura 1). Este cenario se deu pela proliferacdo da vassoura de bruxa
(Moniliophthora perniciosa) que impactou na producao de diversas plantacbes na
Bahia (MAPA, 2019). Com o declinio da producao, medidas como clonagem de
espécies de cacau, producao de cacau fino e organico e projetos como “Fazenda
de Chocolate e a agroindustria” surgiram com a finalidade de reverter o cenario
causado pela vassoura de bruxa no sul da Bahia em 1980 (CARVALHO; SOARES
NETO; PINHEIRO, 2020). Mesmo com a producdo de améndoas de cacau
aumentando novamente o pais importou 36 mil toneladas de derivados € 16 mil
toneladas de chocolates em 2022 (AIPC, 2022).
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Figura 1. Produgéo de cacau no Brasil e mundial
Fonte: Adaptado de AIPC (2022)

Durante o periodo entre 2011 a 2021, o Brasil exportou uma média 549
toneladas de cacau bruto ou torrado por ano e gerou uma média de U$ 2,2 milhdes,
exceto em 2015, quando exportou um numero expressivo de 6,83 mil toneladas,
gerando U$ 21 milhdes. Em 2022, o cacau exportado foi destinado principalmente
aos paises Japao (68%), Suica (14%), Franca (10%), Bélgica (3,5%), Holanda
(2%), Porto Rico (1,8%), Estados Unidos (0,27%) e Emirados Arabes (0,0014%)
(MDIC, 2022).

Ainda segundo MDIC (2021) os produtos derivados do processamento
convencional das améndoas de cacau como cacau em po, manteiga ou pasta de
cacau geraram, em média, US$ 286,2 milhdes no periodo de 2011 a 2021. Os
paises que o Brasil exporta sdo Argentina (52%), Estados Unidos (22%), Chile
(11%) e Holanda (6,8%).



A producao de chocolate no Brasil em 2021 foi de 693 mil toneladas, sendo
exportadas 35 mil toneladas (US$ 130,4 milhdes) e importadas 21 mil toneladas
(US$ 142,4 milhdes) (ABICAB, 2022). Os alemaes sdo 0s que tem o0 maior consumo
per capita mundial de chocolate, cerca de 11 kg por habitante ao ano, seguidos da
Suica (9,7 kg/ano). Em 2018, o consumo médio per capita europeu alcancou 5 kg,
considerado bem expressivo se comparado ao consumo médio per capita mundial
que é 0,9 kg ao ano (CBIEU, 2020). Ainda segundo CBIEU (2020), os paises
europeus sado os maiores produtores mundial de chocolate, gerando US$ 73 bilhdes
em 2019 por sete empresas multinacionais (Mars, Ferrero, Mondelez, Meiji,
Hershey, Nestlé e Lindt & Springli).

No Brasil o consumo de chocolate per capita é estimada em 2,5 kg por ano,
tendo o maior consumo na grande Sao Paulo com 5,75 kg por ano (15,75 g diaria)
e o Nordeste tem 0 menor consumo com 1,27 kg por ano, totalizando um consumo
aparente de 749 mil toneladas em 2019 no Brasil (MDIC, 2018; ABICAB, 2019).

1.2 Origem

A origem do cacau (Figura 2) advém da regido Amazdnica, onde foi
encontrado entre as florestas tropicais pluviais, na unido dos rios Caqueta,
Putumayo e Napo (LANDAU; SILVA; MOURA, 2020). Tratava-se de um fruto divino,
assim considerado pelos maias e astecas, antigas civilizacdes da América Central,
como alimento dos Deuses, do grego Theo (Deus) e broma (alimento), recebendo
o nome de Theobroma cacao, L. O cacau foi denominado segundo a literatura
botanica primeiramente como Cacao fructus por Charles de L’ Ecluse,
posteriormente nomeado como Theobroma fructus por Carolus Linneu e em 1753
foi denominado como Theobroma cacao, permanecendo até os dias atuais
(GILLER, 2017).

Ainda segundo GILLER, (2017) o cacau foi denominado pelos astecas como
cacahualt (cacaueiro) e foi consumido inicialmente como uma bebida de oferenda
aos deuses, triturado e adicionado de acgucar, agua, especiarias como cravo,
baunilha, canela, urucum, flores, pimenta e graos de milho, nozes, entre outros. A
mistura era fervida e consumida na forma de uma bebida espumosa, recebendo o

nome de “tchocolat’.



A partir do século XVI, a Espanha obteve o total controle sobre a producao
e exportacao do cacau, explorando as propriedades sensoriais, construiram os
primeiros objetos capazes de fabricar a bebida, feitos de porcelana ou de outros
tipos de metais, sendo consumido de outras formas posteriormente, com variados
tipos de consisténcias, texturas, aromas e sabores, quando incorporados em outros
alimentos como bolos, pudins, bolos, biscoitos, gelados e cremes (BRAGA, 2017).
Devido as formulacdes secretas, a Espanha deteve o monopélio do cacau por cerca
de um século, entre os séculos XVI e XVIl. Em 1650, o mercado de chocolate
expandiu-se para a Gra-Bretanha, passando a ser vendido em estabelecimentos
especificos denominados como “English Chocolate Houses” (GAILLER, 2017).

A primeira fabrica de chocolate foi construida na Franca em 1659, o entédo
rei Luiz XV prestigiou um cidadao francés (David Chaillou) como sendo o unico
fabricante e vendedor de chocolate na Franca. A Franca foi os pioneira na criagao
de processos e maquinas na fabricacdo do chocolate e, até 1856 possuiam 33
fabricas de chocolate (GAILLER, 2017).

O chocolate passou mais de um século sendo feito de forma artesanal e
consumido como bebida. A primeira prensa hidraulica utilizada para extracao da
manteiga de cacau foi desenvolvida pelo americano James Baker e o irlandés John
Hannon em 1772, que também fundaram a Baker’s Chocolate. A partir de 1810, o
chocolate se industrializou com o desenvolvimento da primeira prensa hidraulica e,
em 1819, houve a criacdo da primeira barra sélida de chocolate pelo suico
Francois-Louis Caille GAILLER (2017).

O chocolate ao leite foi inventado a partir do leite produzido nas fazendas de
Henri Nestlé foi comprado e adicionado ao chocolate por Daniel Peter, por volta de
1825 e em 1929, foi fundada a empresa Nestlé (AMAYA; PABON, 2017).

Em 1997 o chocolate “Bean to Bar” comecgou a ser comercializado nos
Estados Unidos pela empresa Scharffen Berger cujo fundadores Robert Steinberg
e John Scharffenberger também criaram o termo “Bean to Bar”para este género de
chocolate. A especificacdo da origem das améndoas utilizadas para a fabricacéo
do chocolate “Bean to Bar” foi um diferencial em comparagdo com os chocolates
processados de forma convencional e, Scharffenberger vendia as barras de
chocolate “Bean to Bar” enunciando na embalagem que a origem das améndoas
de cacau era Unica de Madagascar, diferentemente dos chocolates convencionais
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que muitas vezes utilizam misturas de améndoas de diferentes espécies de cacau,
0 que despertou o0 questionamento dos consumidores a respeito do gosto genérico

| |
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dos chocolates convencionais (GILLER, 2017).
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Figura 2. Linha do tempo do cacau e chocolate

Fonte: Autor

1.3 Caracteristicas botanicas, variedade e cultivo

O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma arvore tipicamente de clima
tropical adaptada as temperaturas médias de 25°C, que cresce em zonas de
vegetacao densa, solos férteis e bem drenados. A planta alcanga normalmente de
4 a 8 metros de altura com copa variando de 4 a 6 metros de diametro (BAILEY;
MEINHARDT, 2016; WOOD; LASS, 2008).
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O cacaueiro € originario do continente Sul-Americano, pertencente a classe
Magnoliopsida, ordem Malvales, familia Malvaceae, género Theobroma e a espécie
Cacao. A planta possui um sistema radicular com uma raiz pivotante, chegando até
2 metros de profundidade dependendo dos aspectos geoldgicos do solo e as raizes
secundarias em sua maioria estdao proximas ao solo, cerca de 30 cm de
profundidade, sendo responsaveis pela nutricao da planta (Figura 3). O caule chega
até 1,0 e 1,5 m de altura e fica ereto em 2 anos apds a germinacgao, desenvolvendo
0Ss primeiros ramos, 0s quais dividem-se em laterais e secundarios (WOOD; LASS,
2008).

g

Ritites socudinas

Raiz pivatants

4]
cm ES
1}
Figura 3. Tipos de raizes no cacaueiro
Fonte: adaptado de WOOD & LASS (2008)

As folhas do cacaueiro sdo alongadas, pontiagudas, sem pelos e sua cor
varia conforme a idade e a quantidade de antocianinas da planta, entre verde
rosado ao violeta e verde-claro ao verde-escuro quando esta mais velha. As flores
nascem em duas épocas na Amazébnia: em periodos mais secos e no final de
temporadas de chuva, surgindo em almofadas florais no tronco, podendo produzir
mais de 100.000 flores quando adulto, contudo, a transformagcéo em fruto ocorre
em apenas 0,1% das flores. Os frutos amadurecem em média 160 dias apds a
polinizacdo apresentando coloracdo amarela até laranja dependendo da variedade
e verde quando ndo estdo maduros, podendo ter um rendimento médio de cacau
comercial de 20 frutos para cada kg e sdo compostos por trés partes endocarpo
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(sementes), mesocarpo (polpa) e epicarpo (casca), estas estruturas unidas sao
denominadas como pericarpo. As sementes sdo recobertas pela polpa que possui
coloragao branca e viscosa, varia em formatos ovoides até elipsoides com tamanho
médio de 2 a 3 cm (Figura 4) (WOOD & LASS, 2008; SOUZA et al., 2018).

Endocarpo
Mesocarpo
Sementes

Epicarpo
Placenta

Caule

Figura 4. Meia se¢do longitudinal de um fruto de cacau inteiro mostrando as sementes
umedecidas. De "X" a "X" é a se¢do transversal lateral e de "Y" a "Y" é a secdo longitudinal.
Fonte: Adaptado de (JOSUE et al., 2019)

Inicialmente o cacaueiro foi classificado em duas espécies: i) Theobroma
cacao subsp. Cacao (cacau criolo), originario da América Central e América do Sul,
classificado em trés formas: pentagonum (cacau lagarto ou jacaré); leiocarpo
(cumacaco); e lancanodense (cacau espontaneo da floresta Lacandona, México) e
ii) Theobroma cacao subsp. sphaerocarpum (cacau forasteiro ou amelonado), que
nasce espontaneamente na Amazénia média e nas Guianas. Em estudos genéticos
a espécie T. cacao L. foi estruturada em 10 grupos: Contamana, Criollo, Curaray,
Guiana, lquitos, Mararion, Nacional, Nanay e Purus (LACHENAUD; MOTAMAYOR,
2017).

O cacau trinitario € uma espécie que surgiu a partir do cruzamento das
espécies criolo e forasteiro (hibridagao), surgiu pela primeira vez em Trinidad e se
expandiu para a América Central e América do Sul. (BEKELE et al, 2020;
JOHNSON et al., 2009). Dentre os cacaus hibridos 0 CCN 51 é o mais popular, foi
desenvolvido para combater a vassoura de bruxa e apresentou bons rendimentos,
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menor tempo para a colheita e capacidade de resisténcia a pragas. Trata-se do
cruzamento entre o cacau “canelo” (originario do Vale dos Canelos, Equador) e o
cacau resultante entre cruzamento de dois cacaus, o ICS 95 (cruzamento entre
cacau criolo e amelonado) e o IMC 67 (forastero, coletado na Amazbénia alta, Peru)
(JAIMEZ et al., 2022).

O cacaueiro é cultivado em climas tropicais, distribuido entre os paises na
regidao da linha do equador como Costa do Marfim, Gana, Camardes, Nigéria,
Brasil, Equador, Indonésia, Papua, Nova Guiné, entre outros (MODA; BOTEON;
RIBEIRO, 2019). O sistema de cultivo por exposicao ao sol é utilizado em regides
de clima seco, podendo ser combinado com um sistema de irrigacdo automatico
(LEITE etal., 2012). Em outro sistema de cultivo denominado agroflorestais (SAF’s)
ou “cabruca”, o cacaueiro € plantado com espacamento de 3x3 metros entre
arvores de maior porte para a diminuicao da exposi¢cao ao sol e podas sao feitas
periodicamente. Apesar do sistema “cabruca” diminuir o rendimento na etapa de
colheita, os produtos gerados por espécies florestais, alimentares e frutiferas séo
aproveitados comercialmente, como frutas, flores, cascas, 6leos, sementes,
cascas, cip0s, entre outros. Além destes sistemas de cultivo, o sistema extrativista
€ utilizado por comunidades locais, onde os frutos sdao basicamente colhidos em
cacaueiros nativos de florestas (MACHADO, 2019; SAMBUICHI, 2006; SENAR,
2018).

O cacaueiro é exigente quanto a temperatura e a quantidade de chuvas,
gerando frutos em boa quantidade na faixa de 9 a 28°C e cerca de 1.500 mm de
precipitacdo de chuva ao ano. O solo é outro fator importante para o
desenvolvimento correto, sendo necessario para plantagcdes de cacau solos com
profundidade maior que 1 m, com boa drenagem - lencol freatico a mais de 1 m de
profundidade e a textura deve ser argilo-arenosa (SENAR, 2018).

As doencas encontradas em cacau sao na maioria das vezes causadas por
proliferacao de fungos, porém, algas, bactérias, nematoides, plantas parasitas,
estramenopilos e virus também podem causar danos, contudo sdo incomuns. A
vassoura de bruxa e vagem congelada ou moniliase sdo as mais perigosas
doencas para o cacaueiro, causadas pelos fungos Moniliophthora roreri € M.
perniciosa (BAILEY; MEINHARDT, 2016). Outras doencas também sao

encontradas no cacau e cacaueiro, como a antracnose (Colletotrichum
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gloeosporioides), podriddao parda (Phytophthora spp), mal do facao (Ceratocystis
cacaofunesta), além disso os insetos também causam prejuizos aos produtores,
como as tripes (Selenothrips rubrocinctus), monalonion (Monalonion annulipes),
broca dos frutos (Conotrachelus humeropictus) e microacaros (Aceria Reyesi
Nalepa, 1973 (Acari: Eriophyidae)) (MAPA, 2020).

1.4 Pré-Processamento

O pré-processamento € realizado no local de plantio e em locais préximos
nas seguintes etapas: colheita, quebra dos frutos, fermentacdo, secagem e
armazenamento (SENAR, 2018).

O inicio do pré-processamento das sementes de cacau se da pela colheita
dos frutos amadurecidos, feito com instrumentos apropriados e utilizados pelos
trabalhadores manualmente. (SENAR, 2018).

A quebra dos frutos ocorre apés a colheita no local de plantio, feita sob o
chao forrado com folhas de bananeira. A quebra dos frutos e extracdo das
sementes € normalmente manual, por meio de facbes e com um corte transversal
¢ retirada toda a polpa que envolve as sementes, estas, por sua vez, postas sob
folhas de bananeiras. As cascas dos frutos sdo deixadas no solo onde ha a
plantacdo dos cacaueiros e servem como matéria organica para a nutricdo do solo.
Contudo, estudos recentes demonstram que a casca do cacau pode também ser
utilizada como adsorvente para a remogao de contaminantes quimicos em meios
aquosos (MAPA, 2020)

A fermentacao das sementes é a etapa tida como mais importante do pré-
processamento, ocorrendo a inativacdo da germinacdo da semente com o
desenvolvimento dos precursores de aromas e sabores caracteristicos do cacau,
imprescindivel aos produtos derivados de cacau. Pode ser realizada em areas
adjacentes em meio a plantacdo de cacau, em valas forradas com folhas de
bananeira ou as sementes sao transportadas por meio de burros de carga até as
casas de fermentacéao e dispostas em cochos artesanais de madeira, com larguras
entre 0,60 e 1,20 metros, altura entre 0,60 e 1 metro e comprimento variavel de
acordo com o volume de producao. Os cochos tém divisbes méveis para revolver

a massa. O revolvimento é feito aproximadamente 4 vezes, com intervalos de 1 e
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2 dias e o tempo de fermentagédo pode variar entre 5 dias (periodos de seca) e 6
dias (periodos chuvosos). Os cochos ficam cobertos por folhas de bananeiras
durante todo o processo de fermentacdo para que nao haja perda de temperatura
e ressecamento da massa (MAPA, 2020). A fermentagao pode ser classificada em
duas etapas, fermentacéo latica e acética. Na fermentacéo latica ha a proliferacao
de bactérias acido laticas (BAL) e leveduras que fermentam a glicose, a frutose e o
acido citrico contidos na polpa de cacau, produzindo alcoois, compostos
aromaticos, aldeidos, acidos orgéanicos, ésteres, acido latico, acido acético, manitol
e piruvato. A fermentacao acética proporcionada pelas bactérias acido acéticas
(BAA), oxida o etanol em &cido acético, o qual penetra no interior da semente de
cacau e impede sua germinacao (DE VUYST; LERQOY, 2020; THOMPSON et al.,
2013)

A secagem controla a umidade das améndoas, diminuindo a proliferagao
de microrganismos aerobios com cerca de 42% de umidade reduzida apds a
secagem, passando de aproximadamente 50% para 8% (THOMPSON et al., 2013).
As formas de secagem podem ser naturais (secagem ao sol, realizada distribuindo
as améndoas sobre esteiras de madeira elevadas, lonas de plastico ou em pisos
de concreto, com necessidade de telhados méveis para o caso de chuvas, levando
entre 7 e 22 dias ou artificiais (secagem solar com energia solar gerada por
dispositivos, como secador de conveccao natural ou forgada e secador solar hibrido
que aguecem o ar a temperatura constante para secar as améndoas em ambiente
fechado; secagem em forno elétrico ou a lenha, utilizando forno com camara
contendo bandejas e ventiladores em seu interior; secagem por micro-ondas
utilizando energia eletromagnética de 915 ou 2.450 MHz em ambiente fechado e
secagem por congelamento pelo método de liofilizacao que remove a umidade com
poucas modificacdes no sabor dos alimentos) (DZELAGHA; NGWA; NDE BUP,
2020).

O armazenamento das améndoas se da em aproximadamente 3 a 12
meses dependendo da eficiéncia da secagem em galpdes nas fazendas, em cais
de paises importadores e exportadores e em fabricas que processam as améndoas.
A umidade relativa do ambiente de armazenamento € em torno de 65 a 70%, dentro
destes valores as améndoas manterdo a umidade inicial de 6% a 8% e resistirdo a
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possiveis crescimentos microbiolégicos e infestacbes de pragas e insetos
(THOMPSON et al., 2012).

Apbs a finalizacdo do pré-processamento das améndoas pode ser
realizada a classificagao visual, em améndoas do tipo 1, tipo 2 e tipo 3. Dentre os
aspectos da qualidade das améndoas, a cor pode indicar a eficiéncia da etapa de
fermentacao: as améndoas que apresentam cor marrom indicam boa fermentacgao,
as que apresentam cores violeta, aparéncia de arddsia, mofadas ou germinadas
indicam que a fermentacao foi ineficiente e geram sabores e aromas indesejaveis

tais como amargor, adstringéncia e acidez ao produto final (AMADO, 2019).
1.5 Processamento convencional das améndoas

As améndoas de cacau saem das fazendas com rendimento que varia entre
150 e 2500 kg / hectare, dependendo do tamanho das fazendas e da administragéao
do manejo. Na linha de processamento do chocolate convencional as améndoas
de cacau passam pelas etapas de limpeza, descascamento, quebra,
alcalinizacao, torrefacao, moagem, refino e prensagem (MISAILIDIS;
PETRIDES, 2020).

A limpeza das améndoas tem a fungcao de remover particulas indesejaveis
que se acumulam durante as etapas de pds-colheita como pedacos de metais,
pedras, poeira, pedagos de madeiras, entre outros. A limpeza envolve o
peneiramento, o qual remove impurezas grossas e finas; remogao e particulas de
alta densidade e a remoc¢ao de poeira é feita durante todas as etapas por técnicas
de contrafluxo e ar (BECKETT; FOWLER; ZIEGLER, 2017)

O descascamento é uma importante etapa do processamento e, caso as
améndoas seguirem adiante com a casca, nas seguintes etapas o produto final ndo
terd uma boa qualidade. Além disso a casca esta exposta a fatores externos, que
podem levar a contaminacéao, e € um material fibroso e duro, que dificulta a moagem
e pode causar abrasividade ao equipamento (MISAILIDIS; PETRIDES, 2020).
Resumidamente, as améndoas sdo submetidas a um processo térmico para facilitar
o descasque, utilizando-se secadores de leito fluidizado, secadores de ar continuo,
secadores infravermelhos ou sistemas de umidificacdo seguido de secagem; em
seguida, as améndoas sao submetidas a rotacdo constante em esteira,
aumentando a fragilidade da casca e facilitando a sua remocéo. Ainda nesta etapa

16



sao destruidos pelos de roedores e fragmentos de insetos ndo removidos na etapa
de limpeza (BECKETT; FOWLER; ZIEGLER, 2017).

Na quebra, as améndoas sofrem o impacto de martelos mecénicos sobre
placas resistentes ao impacto. Também é utilizada a forca centrifuga para a quebra
e a forca da rotacao que determina a distribuicdo e o tamanho das particulas, sendo
desejavel o mais homogéneo possivel. No joeiramento as cascas sao separadas
das améndoas quebradas (nibs) por peneiras ou sopradores de ar com fluxo
regulado com base no tamanho de particulas desejado (MISAILIDIS; PETRIDES,
2020).

A alcalinizacao é um processo amplamente empregado na producado de
cacau em po, que é utilizado na fabricacao de chocolates e achocolatados em pé.
Durante esse processo, 0 pd de cacau é tratado com diferentes tipos e quantidades
de alcalis, como o carbonato de potassio, em uma combinacdo de tempo e
temperatura que varia de acordo com o efeito desejado. Como resultado, o p6 de
cacau alcalinizado apresenta diversas nuances de sabor e cor. Embora seja
possivel alcalinizar e torrar simultaneamente em tambores de torrefacédo, é
importante destacar que isso pode aumentar significativamente o tempo de
processamento (BECKETT; FOWLER; ZIEGLER, 2017).

A torrefacao é um processo de aquecimento aplicado as améndoas de
cacau, que provoca a ocorréncia de reagdes entre os carboidratos e proteinas
contidos em sua composicao, gerando compostos que agregam sabor e cor as
améndoas. Embora possa ser realizada com as améndoas inteiras, preservando
compostos volateis no interior da casca, atualmente sdo mais comuns os torradores
de tambor de batelada ou os torradores de ar verticais continuos. Durante essa
etapa, também ocorre a sanitizacao, quando a temperatura do vapor d’agua chega
a 110 a 140 °C no final da torrefacdo, que pode durar de 15 minutos a 2 horas,
dependendo da avaliacdo microbiol6gica antecipada para garantir a eliminagao de
microrganismos patogénicos. Ao final do processo, os nibs de cacau apresentam
umidade préxima a 3% e sao resfriados para evitar uma torrefagdo excessiva
(BECKETT; FOWLER; ZIEGLER, 2017).

A etapa de moagem e refino € fundamental na produgao de chocolate e
consiste em moer os nibs de cacau até obter a massa de cacau. Para isso, sdo

utilizados diversos tipos de moinhos, como de pinos, martelos, esferas e rolos.
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Geralmente, inicia-se com uma moagem mais grosseira, seguida do refinamento
em moinhos de esferas e cilindros. Quando a granulometria da massa de cacau
atinge 20 a 25 um, esta pronta para o processo de temperagem e, posteriormente,
ser comercializada em sacos de 25 kg (HARTEL; VON ELBE; HOFBERGER,
2018).

A prensagem do liquor de cacau é realizada por meio de prensas
hidraulicas, resultando na producdo da torta e da manteiga de cacau. A massa
obtida contém entre 47% e 56% de manteiga, que é extraida por meio de pressdes
de até 540 bar (540 x 10"5 N/m2) em ciclos de aproximadamente 15 minutos. A
torta gerada passa por uma moagem em moinhos de rolo, transformando-se em pé
que é utilizado na fabricacdo de diversos produtos, incluindo chocolate. Ja a
manteiga pode ser destinada para a fabricacdo de produtos farmacéuticos,
cosmeéticos e chocolates, sendo que seu valor econémico é superior ao de outras
gorduras vegetais modificadas ou equivalentes, que sdo comumente utilizadas
como substitutas da manteiga de cacau. E possivel obter a manteiga de cacau por
extracdo com solventes, porém, esse método pode gerar caracteristicas
indesejaveis, sendo necessarios processos adicionais de purificagdo (BECKETT;
FOWLER; ZIEGLER, 2017).

1.6 Processamento convencional do chocolate

O processo industrial do chocolate pode ser subdivido na fabricacao da
massa do chocolate que envolve as etapas de mistura, refino e conchagem ¢ a
fabricacdo do produto final que envolve as etapas de temperagem, moldagem,
resfriamento, desmoldagem e embalagem (AFOAKWA, 2016).

Durante a producao de chocolate, a mistura dos ingredientes é uma etapa
crucial para garantir a qualidade do produto final. Para isso, sao utilizados
misturadores encamisados ou agitadores do tipo helicoidal e de pas que misturam
os ingredientes em uma ordem precisa de adicao. Geralmente, o processo comeca
com a adicao do liquor de cacau e do leite em p6 (quando for chocolate ao leite).
Em seguida, é adicionado aguUcar cristal, ja que esse ingrediente pode influenciar o
tempo do processo. A manteiga de cacau ou uma parcela de gorduras alternativas
a de cacau (CBA) é adicionada em seguida, e por Ultimo os aromas em poé. E

importante observar a aparéncia da massa gerada, que deve ter uma consisténcia
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plastica, para determinar o ponto ideal para refinamento (BECKETT; FOWLER,;
ZIEGLER, 2017).

O processo de refino é feito tradicionalmente em moinhos de rolos ou
cilindros e, alternativamente, em moinhos de esferas, com o objetivo de reduzir o
tamanho das particulas dos ingredientes até que a fase lipidica comece a envolvé-
las (20 a 25 um), sem causar uma textura arenosa na boca. O tempo de refino varia
de acordo com o teor de gordura, temperatura e quantidade de refinamento
necessarios (AFOAKWA, 2016).

A conchagem é realizada em conchas rotativas com agitacao vigorosa em
um sistema fechado, com temperaturas que aumentam a medida que a quantidade
de leite diminui (no caso do chocolate ao leite), variando entre 55 a 85 °C (TOKER,;
PALABIYIK; KONAR, 2019). O tempo de conchagem ¢ influenciado pela umidade,
temperatura e teor de liquor, podendo durar até 72 horas. Nessa etapa, a lecitina é
adicionada para melhorar a interagao entre as particulas sélidas e a fracao lipidica
do chocolate (MOHOS, 2017).

A temperagem é realizada em equipamentos industriais e é responsavel
por evitar processos como o flat bloom, entre outros. Nesse processo, o chocolate
€ aquecido a 45 °C, resfriado a 27 °C e reaquecido a 32 °C para uniformizar os
cristais de gordura presentes no chocolate, garantindo aspectos como brilho, cor,
textura e firmeza com alta aceitacéo (sendo a estrutura beta VI considerada a mais
estavel e oferecendo uma 6tima qualidade ao produto final) (PIROUZIAN et al.,
2020).

A moldagem do chocolate ocorre em férmas com capacidades entre 20 a
100 g. E necessario a temperatura e a vibragdo dos moldes para evitar aderéncia
do chocolate e também a formacgéo de bolhas de ar. Ainda no molde, o chocolate
passa por um processo de resfriamento que utiliza temperaturas graduais até
chegar entre 12 a 15 °C. Ap6s a solidificacdo, o chocolate € desmoldado com a
ajuda de martelos mecéanicos que transferem impacto na parte inferior do molde ja
invertido e entdo o chocolate € liberado caindo em esteiras que o transportaram

para caixas plasticas e serdao embalados em fabricas proximas (AFOAKWA, 2016).
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1.7 Processamento do chocolate “Bean to Bar’’

O processo de fabricagdao do chocolate “Bean to Bar” envolve améndoas
provenientes de locais conhecidos pelos fabricantes, sendo, geralmente, todo o
processamento realizado em um mesmo local. Para moagem e refino dos nibs, é
utilizada uma maquina conhecida como melanger (Figura 5), que produz o liquor.
Para garantir a qualidade do chocolate, algumas caracteristicas da melanger sao
importantes: a capacidade pode variar de acordo com o modelo, geralmente entre
5 e 100 kg; a velocidade de rotacdo das pedras deve ser ajustavel para obter a
textura desejada, normalmente melanger com capacidade de 4,5 kg a rotacéo por
minuto varia entre 120 a 140 rpm e o tipo de pedra utilizada na melanger pode
variar, mas as mais comuns sao as pedras de granito ou basalto. Essas pedras séo
conhecidas por serem duraveis e por terem porosidade adequada para permitir a
moagem e refino do chocolate de forma eficiente. Além disso, as pedras devem ser
mantidas em bom estado de conservacao e limpeza para evitar contaminacao do
chocolate.

Algumas possuem sistema de aquecimento interno para controle gradual
da temperatura, geralmente comecando em torno de 45-50°C, podendo chegar até
70-80°C, de forma a evitar espessamento ou granulagcédo; enquanto outras possuem
sistema de resfriamento interno para controle da temperatura evitando sua
aderéncia. E crucial que as pedras utilizadas sejam de alta qualidade e duraveis
para suportar o desgaste e friccao, e que a maquina seja construida com materiais
resistentes e de facil limpeza, como aco inoxidavel. As especificacdes técnicas
variam de acordo com o modelo de melanger utilizado, mas é importante que sejam
consideradas as necessidades especificas do fabricante para a producdo de
chocolate de qualidade (RESENBLUM, 2006).

As principais comercializadas no mercado para fabricagdo do chocolate
“Bean to Bar” sao originarias dos paises india e Estados Unidos:

- Premier Chocolate Refiner: fabricado na india, tem capacidade para 2
litros e velocidade de rotacdo das pedras variando de 1440 a 2880 rpm. Possui
controle de temperatura e pode ser utilizado para moagem de améndoas de cacau,
castanhas, nozes e outros ingredientes (PREMIER, 2023).
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- Spectra Melangers: fabricado na india, possui capacidade de 2 a 100 litros
e velocidade de rotagao das pedras variando de 1440 a 2880 rpm. Além de moagem
de améndoas de cacau, também pode ser utilizado para fazer manteiga de
améndoas, pasta de gergelim, entre outros. Possui controle de temperatura e
sistema de resfriamento interno (SPECTRA, 2023).

- Diamond Custom Machines: fabricado nos Estados Unidos, tem
capacidade variando de 45 a 2268 kg e pode ser utilizado para moagem e refino de
cacau, nozes, sementes, entre outros. Possui sistema de aquecimento interno para
controle de temperatura e velocidade de rotacéo das pedras variando de 0 a 90 rpm
(DIAMOND CUSTOM MACHINES, 2023).

- CocoaTown: fabricado nos Estados Unidos, tem capacidade variando de
2,5 a 65 litros e pode ser utilizado para moagem e refino de cacau, nozes,
sementes, entre outros. Possui sistema de aquecimento interno para controle de
temperatura e velocidade de rotacdo das pedras variando de 0 a 160 rpm
(COCOATOWN, 2023).

Ainda, outras maquinas podem ser usadas no processamento e o binémio
tempo/temperatura durante as etapas ndo seguem um padrao dentre os fabricantes
(GILLER, 2017). Entre elas estao:

-Torrador de améndoas: utilizado para torrar as améndoas de cacau e
desenvolver seus aromas e sabores. Ha diversos tipos de torradores disponiveis
no mercado, desde modelos convencionais até torradores automaticos com
controle de temperatura e tempo.

- Quebrador de améndoas: utilizado para quebrar as améndoas torradas e
remover as cascas. Geralmente, € composto por uma maquina que tritura as
améndoas e um sistema de peneiras para separar as cascas dos nibs.

- Refinador de rolos: utilizado para refinar ainda mais o liquor de cacau apés a
moagem na melanger. O liquor é passado entre dois rolos de aco inoxidavel que
se ajustam de forma precisa para garantir a uniformidade da massa.

- Conchadeira: utilizada para aperfeicoar o sabor e a textura do chocolate. A
massa de chocolate é submetida a um processo de agitacdo constante e
aquecimento, onde as particulas sédo refinadas e a umidade e outros compostos

volateis (ex. acido acético) formados durante a fermentagcdo das améndoas de
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cacau sao evaporados. Esse processo pode levar de algumas horas a alguns dias,
dependendo da qualidade do chocolate desejada.

- Maquina de moldagem: utilizada para moldar as barras de chocolate em
diferentes formatos e tamanhos. H& diversos modelos disponiveis, desde as
maquinas manuais até as automaticas, que podem moldar centenas de barras por

minuto.

Figura 5. Melanger, maquina utilizada na etapa de refino do chocolate "Bean to bar"
Fonte: Adaptado de (GILLER, 2017)

De acordo com Giller (2017), o processo de fabricacao do chocolate “Bean
to Bar” (Figura 6) passa por diversas etapas.

A primeira delas é a torrefacao, que geralmente é realizada em fornos
domésticos ou em secadores modificados, sendo que o tempo e a temperatura
variam de acordo com a experiéncia do fabricante. Em seguida, as améndoas
torradas sdo quebradas, e as cascas sao removidas através do processo de
joeiramento.

A etapa seguinte é a moagem e refino, que é feita utilizando a melanger,
onde os nibs sdo moidos até formar um liquido conhecido como liquor de cacau.
Nesse momento, é adicionado o acucar, geralmente do tipo demerara cristal
organico, e o tempo de moagem pode variar até que o liquor atinja a consisténcia

desejada, livre de qualquer percepcdo de arenosidade no paladar. Alguns
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fabricantes preferem refinar parcialmente o liquor em refinadores de rolos ou
moinhos de bolas para diminuir o tempo dessa etapa.

Algumas ‘melangers’ podem possuir um sistema de conchagem integrado,
que é uma etapa adicional ao processo de moagem e refino do chocolate. A
conchagem é um processo que envolve 0 aquecimento e 0 arejamento do chocolate
liqguido por um periodo prolongado, geralmente de 12 a 72 horas, dependendo do
tipo de chocolate e do efeito desejado. Isso ajuda a remover o sabor amargo e
indesejavel do chocolate, além de melhorar sua textura e aroma. A conchagem
também pode ajudar a reduzir a acidez do chocolate e a melhorar sua estabilidade,
permitindo que ele dure mais tempo. ‘Melangers’ com sistema de conchagem
integrado permitem que o processo de moagem, refino e conchagem ocorra em
uma unica maquina, tornando o processo de fabricagdo mais eficiente e econémico.

Por fim, é realizada a temperagem, etapa crucial para que o chocolate
figue pronto para ser embalado e comercializado. Esse processo envolve o
aquecimento e resfriamento do liquor de cacau, muitas vezes utilizando superficies
frias como pedras de marmores, até que o chocolate atinja o brilho e a crocancia
caracteristicas de um chocolate de qualidade superior. A temperatura do liquor é
elevada até 45 °C, resfriado a 27 °C e reaquecido a 32 °C, dessa forma os acidos
graxo presentes na gordura de cacau se reorganizam e alcangcam uma estrutura
conhecida como beta VI, assim o brilho, a textura e a crocancia desejaveis em uma
barra de chocolate também sao alcancadas. A temperatura durante todo o processo
pode ser monitorada com termémetros ou feita de forma visual levando em
consideracao a experiencia do chocolateiro.

E importante ressaltar que a temperatura, o tempo e a técnica utilizada na
temperagem podem variar de acordo com o tipo de chocolate e as condi¢des
ambientais do local de producdo. Além disso, o processo de “Bean to Bar” envolve
o controle da origem do cacau e a busca pela sustentabilidade social e ambiental,
garantindo a qualidade e rastreabilidade do produto final.
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PROCESSO CONVENCIONAL PROCESSO “BEAN TO BAR"

[ Limpeza e Selegdo das améndoas ]

[ Torrelia-;au | [ Quebra e descasque ]
|
| Quebra e descasque l [ Moagem e Refino 1
| |
| Moagem e obtencéo do liquor | [ Adicéo de Aclicar ]

I

[ Conchagem ]

-Bebidas

achocolatadas

-Confeitarias e Temperagem
panificacbes e moldagem

conchagem

Temperagem

]

| Resfriamento |

[ DesmTldagem |

[ Embalo e Armazenamento ]

e moldagem

[ Resfriamento l

l

[ Desmoldagem ]

[ Embalo e Armazenamento ]

Figura 6. Fluxograma do processamento do chocolate convencional e do chocolate
“Bean to Bar”

Fonte: Autor

2. CONTAMINANTES INORGANICOS E OCRATOXINA A

Os contaminantes inorgéanicos (Cl) podem afetar a saude humana através
do consumo de agua ou alimentos, ou inalacdo de material particulado. As
principais fontes de contaminacao por Cl sdo: atividades antropogénicas, uso de
agua de irrigacdo contaminada, fertilizantes usados no solo, pesticidas utilizados
na agricultura, queima de biomassa, combustdo de carvdo e 6leo, emissdo de
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veiculos, incineracao de residuos urbanos e industriais, atividades de fundigéo e
mineracao (CAC, 2017).

Os Cl também podem ser prejudiciais as plantas, animais e microrganismos,
interferindo na absorgdo de minerais como Cu, Fe, Mo, Mn e Zn, afetando seu
crescimento e desenvolvimento (ALIRZAYEVA et al., 2017). No entanto, existem
métodos para melhorar a tolerancia das plantas aos contaminantes inorganicos,
como a melhoria das condi¢cdes do solo, modificagdes nas interacbes entre
microrganismos e plantas, desenvolvimento de plantas transgénicas e uso de
quelantes sintéticos (KHAN et al., 2021).

Os métodos para diminuir e eliminar os contaminantes inorganicos no meio
ambiente podem ser classificados em fitorremediacdo e biorremediacdo. Na
biorremediacao, microrganismos séo utilizados para degradar e transformar os ClI
em compostos organicos menos toxicos, porém, as caracteristicas do solo e a
quantidade de microrganismos afetam diretamente a eficacia do processo. Ja na
fitorremediacdo, plantas sao utilizadas para absorver metais pesados em
ambientes terrestres e aquaticos, mas € necessario que a planta tenha raizes
profundas, crescimento rapido, facil colheita e seja resistente aos contaminantes
(SHARMA et al., 2021).

As micotoxinas (Figura 7) afetam a saude por meio de alimentos agricolas
contaminados devido a praticas inadequadas antes e poOs-colheita (ADEYEYE;
ASHAOLU; IDOWU-ADEBAYO, 2021).
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ragcbes. *Contaminagdo por micotoxinas no campo, **Contaminacdo de micotoxinas no
armazenamento, ***Contaminac¢ao de micotoxinas em produtos de origem animal

Fonte: Adaptado de HAQUE et al., 2020

O crescimento de fungos e o desenvolvimento de micotoxinas requerem
condicOes especificas de temperatura, umidade, atividade de agua e nutrientes.
Além disso, a sanidade, o método de colheita, pré-processamento, armazenamento
e altura maxima de crescimento do cultivar sdo pontos criticos para a contaminagéao
(DAQOU et al., 2021). Um dos alimentos que apresenta relatos de contaminacao por
micotoxinas € o amendoim, um cultivar que se desenvolve sob o solo, que é o
habitat natural dos fungos (ALAM; ANCO; RUSTGI, 2020). Outros alimentos, como

cacau e café, podem ser contaminados através de injurias durante a colheita,
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secagem incompleta e armazenamento sem controle de umidade (KOLAWOLE et
al., 2020). A prevencéao e a descontaminacado de micotoxinas em alimentos podem
ser realizadas antes da colheita em plantas na fase de floracao, por meio da
disseminacdo de microrganismos antagonistas ou competidores pelo mesmo
habitat que os fungos toxigénicos e a utilizacdo de plantas geneticamente
modificadas para resistir a pragas que causam lesdes e propiciam a entrada de
esporos. Outro método para eliminacao ou diminui¢do da presenca de micotoxinas
em alimentos é a utilizacdo de microrganismos e até mesmo enzimas para
biodegradacao ou bioadsorcao. As micotoxinas também podem estar presentes em
racbes de animais e gerar perdas em varios niveis da cadeia de producdo de
alimentos (XU et al. 2021).

2.1 Arsénio (As)

O arsénio é um elemento téxico presente nos alimentos e tem recebido
grande atencdo dos pesquisadores devido a alta taxa de exposicao. Em 2019, a
“Agency for Toxic Substance and Disease Registry’” (ATSDR) dos EUA considerou-
0 o0 elemento quimico mais téxico segundo a “Periority List of Hazardous Substances”
(ATSDR, 2020). A “International Agency for Research on Cancer’ (IARC) classificou
o As inorganico como uma substancia carcinogénica (grupo 1A) e o As organico
(MMA e DMA) como grupo 2B (IARC, 2012). O As é naturalmente encontrado na
crosta terrestre e combina-se com cloro, oxigénio, enxofre, hidrogénio, entre outros,
no meio ambiente. As formas inorganicas, como a arsina (AsH3), o arsenito (As(lll))
e o arsenato (As(V)), sdo mais téxicas do que o As organico, que é formado a partir
da adicdo do grupo metil ao As (Illl) e As (V), a partir do aminoacido S-
adenosilmetionina, e é reduzido a acido monometilarsénico (MMA) e &cido
dimetilarsinico (DMA) pela glutationa e outros tidis em organismos vivos
(microrganismos, plantas e animais). O As inorganico é comumente utilizado para
a fabricacao e preservacao de madeiras, enquanto o As organico é utilizado como
pesticida, normalmente em plantagdes de algodao (ATSDR, 2021).

A exposicao ao As ocorre em ambientes como solo, agua e ar. Altos niveis
foram relatados em aquiferos de varios paises, além de depdsitos naturais de As e
atividades antropogénicas relacionadas com a extracao de metais preciosos, como

a mineragcdo de arsenopirita e pirita em depdsitos primarios de minério
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(SRIVASTAVA, 2020). O As pode ser encontrado na forma de um metaloide sélido,
cristalino e acinzentado, com valéncias quimicas de -3, 0, +3 e +5, sendo que a
espécie inorganica +3 é considerada 60 vezes mais tdxica do que a +5. No solo, a
concentragdo média encontrada é de 5 mg/kg, com variagéo entre 1 e 40 mg kg.
Concentragoes de 20 mg kg™! foram relatadas em solos vulcanicos e em areas em
que se utilizam pesticidas ou ha depdsito natural, de 500 a 1000 mg kg™ (SILVA;
BARRIO; MOREIRA, 2014; PALMA-LARA et al., 2020).

A agua é a principal fonte de exposicao de As, acumulando-se em aquiferos
por meio do depédsito de compostos contidos em sedimentos aluviais e quando a
taxa de oxigénio na agua diminui. A liberagcdo do arsénio nos sedimentos do
aquifero ocorre da dissolucdo de minerais de ferro com arsénio (lll) em sua
composicao (PODGORSKI; BERG, 2020). De todo o As analisado globalmente em
aguas subterraneas contendo mais de 10 microgramas/litro, a Asia se destaca em
area contaminada com 64%, seguida da América do Sul com 14%. Portanto, a
utilizacdo de aguas subterraneas contaminadas por As para irrigacao de alimentos
tem fortes correlagbes com a contaminacdao do solo e de alimentos produzidos
neste local (MEENA et al., 2020). Sendo assim, o comité do Codex Alimentarius
estabeleceu um limite maximo de arsénio para agua mineral natural de 0,01 mg kg’
(CAC, 2022).

Os principais efeitos do As no organismo humano sao alteracées no
processo de divisdo celular, disfuncdées imunolédgicas e inibicdo dos mecanismos
de reparacao do DNA devido a ligacao ao grupo sulfidrila de proteinas. Interfere na
respiracao celular, em enzimas celulares e diminui a capacidade antioxidante das
células. A reversdo dos efeitos toxicos do arsénio no organismo é estudada e
realizada por meio da quelacdo com outros compostos ou da ingestdo de
antioxidantes (PANGHAL; SATHUA; FLORA, 2020).

A exposicdo ao arsénio a longo prazo causa hepatotoxicidade,
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, dermotoxicidade e diabetes
mellitus (SRIVASTAVA, 2020). Ainda segundo SRIVASTAVA (2020), a partir dos
disturbios causados pelo arsénio no organismo humano pode ocorrer o
desencadeamento de doencas e sintomas como fibrose, hepatomegalia, cirrose,
arritmias cardiacas, doencas cerebrovasculares, doenca do coracao isquémico,

dentre outros.
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Os mecanismos da carcinogenicidade do arsénio ainda nao estao claros,
contudo, ha diferentes efeitos dependendo da dose ingerida. Em doses mais
baixas, ocorre a adaptacdo de genes relacionados a oxidacoes, inflamacdes e
acumulo de proteinas, enquanto em doses mais altas ha a formacao de genes
apoptoéticos que influenciam positivamente o tumor (PALMA-LARA et al., 2020).

Em 2007, a ATSDR fixou Limites Minimos de Risco (LMR) para ingestao
oral em que pode haver doenca gastrointestinal (0,005 mg kg dia) e doenca
dérmica (0,0003 mg kg dia). Em 2010, o JECFA estabeleceu, através de estudos
epidemioldgicos de incidéncia de cancer no pulmao, uma dose diaria (BMDLO0.5) de
3 ug kg de peso corpdreo para o As total (PETERSSEN, 2018; ATSDR, 2021;
CAC, 2022).

2.2 Cadmio (Cd)

O cadmio é considerado um dos elementos quimicos mais toxicos do mundo,
ocupando a sexta posicao na "Priority List of Hazardous Substances" (ATSDR,
2020). O Cd foi classificado como pertencente ao grupo 1A pela IARC (2012),
devido as suas fortes associacdes ao cancer de rim e préstata.

O Cd é encontrado na natureza em estado branco prateado, é maleavel,
insollvel em &gua e ndo inflamavel. E amplamente utilizado em materiais de
protecdo devido a sua resisténcia a corrosao, em reatores nucleares em forma de
barras para controle do fluxo de néutrons na fissédo nuclear (GENCHI et al., 2020).
Além disso, é utilizado em diversas aplicacbes industriais, como pigmentos,
cimentos, coberturas anticorrosivas, ligas de metais e baterias. O cadmio esta
presente em fertilizantes agricolas e em esgotos industriais (CAC, 2017;
KLAASSEN; WATKINS l1lI, 2012).

No organismo humano, o cadmio causa disturbios metabdlicos ao se ligar
em estruturas que contém grupos dissulfeto e tiodis, resultando na diminuicdo da
atividade de enzimas antioxidantes, como catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD), a glutationa peroxidase (GPX), e de compostos antioxidantes, como
vitamina E, vitamina C e glutationa reduzida (GSH), o que resulta no aumento de
radicais livres (ROS) como superodxidos, hidroxilas e perdxido de hidrogénio. O
resultado do estresse oxidativo € a diminuicdo da atividade das membranas
mitocondriais, levando a interrupcéo da sintese de ATP e a fosforilacdo oxidativa,
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devido ao dano e oxidacdo de moléculas importantes biologicamente, como
fosfolipidios de membrana celular, DNA, proteinas e lipidios (AMAMOU et al., 2015;
MATOVIC et al., 2015). Essa disfuncdo metabdlica gerada pelo cadmio é o principal
mecanismo para desencadear cancer no pulmao, rins, mama, pancreas, sistema
hematopoiético e préstata, além de causar outras doencas, como fibrose,
deficiéncia de minerais, osteoporose, entre outras (GENCHI et al., 2020;
KLAASSEN; WATKINS l1lI, 2012).

Os alimentos sao a principal fonte de exposi¢édo do cadmio a saude humana,
devido a absorcao do Cd pelos cultivos em solos contaminados, além da inalagao
de cigarros, agua e ar. O cadmio compete pelos mesmos locais de absorcdo de
outros minerais nas raizes dos cultivos e € absorvido apds estar bioacessivel por
meio de fatores como temperatura, potencial redox, pH, concentracao, entre outros.
Além disso, devido a similaridade das propriedades quimicas do cadmio com
minerais como o calcio, pode haver deficiéncia de minerais nos cultivos (GENCHI
et al., 2020; HAIDER et al., 2021; REPIC et al., 2020).

Em 2011, o JECFA estabeleceu a ingestdo mensal toleravel proviséria
(PTMI) para Cd total como sendo 25 pug kg™' de peso corpéreo (p.c.) e, em 2020 foi
discutida a possibilidade de modificacao do limite maximo de ingestdo de cadmio,
porém, concluiram que os niveis de cadmio encontrados em alimentos séo
inferiores ao limite de ingestao ja estabelecido (CAC, 2022). A ATSDR em 2012
estabeleceu limites minimos de risco (LMR) de Cd para ingestao oral em que pode
haver doenca muscular (0,0005 mg kg™ dia) e doenga renal (0,0001 mg kg™ dia)
(ATSDR, 2021).

2.3 Chumbo (Pb)

O Pb é um metal cinza azulado e ocorre naturalmente, sendo encontrado na
crosta terrestre em formas minerais como galena (PbS), anglesita (PbSOQa),
cerussita (PbCO3) e minum (Pbz0O4). O meio ambiente é contaminado por Pb por
meio de erupgbes vulcénicas, incéndios florestais, processos erosivos do
solo/rocha e fontes antropogénicas como fundicdo e mineracao de metais. O Pb é
comumente utilizado na fabricagédo de tintas, plasticos, canos, lougcas de ceramica,
cosmeéticos, vidraria e combustiveis fésseis (GUPTA; CHATTERJEE; WALTHER,
2020).
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O Pb, segundo a "Agency for Toxic Substance and Disease Registry", foi
classificado como o segundo elemento quimico mais téxico devido aos seus efeitos
toxicoldgicos no organismo humano. Sua exposi¢cao ocorre por meio do ar, ingestao
de alimentos, 4gua e contato com a pele (ATSDR, 2020). A IARC (1987, 2006)
classificou o Pb como grupo 2B e compostos de chumbo inorganicos como grupo
2A. De acordo com os "Centers for Disease Control and Prevention" (CDC), o Pb é
mais toxico para criangas e causa danos ao cérebro e ao sistema nervoso,
retardamento no crescimento, problemas de aprendizagem, comportamento, fala e
audicao. O nivel seguro de Pb no sangue de criancas foi atualizado em 2015 para
5 pg/dL (CDC, 2020).

Em 2011, o JECFA reavaliou o chumbo e retirou sua ingestdo semanal
toleravel proviséria (PTWI) devido a estudos que demonstraram que o valor
previamente estabelecido permitia a perda de 3 pontos no Ql de criancas e causava
aumento da pressao arterial em adultos expostos ao Pb. A partir desse momento,
o Codex Alimentarius estabeleceu limites maximos de chumbo para diferentes
categorias de alimentos (CAC, 2017). A Unido Europeia estabeleceu doses de
referéncia BMDLo.1 de 0,5 pug kg' por dia para criancas para efeitos no
neurodesenvolvimento, BMDL1o para efeitos renais em adultos de 0,63 pug kg™ e um
BMDLo.1 para efeitos cardiovasculares de 1,5 pug kg' de peso corporal por dia
(PETERSSEN, 2018).

2.4 Cobre (Cu)

Apesar de ser considerado um contaminante inorgéanico, o Cu é essencial
para o bom funcionamento do organismo humano e esta presente em estruturas
como 0ss0s € musculos, sendo encontrado em grande quantidade no figado, rins
e cérebro. No entanto, concentracdées superiores a 1 g por dia podem causar
toxicidade, sendo que a dose letal é de 10 a 20 g. As fontes de exposicao ao Cu
incluem agua contaminada, alimentos preparados em panelas de cobre sem
revestimento, utilizacdo de pesticidas contendo sal de Cu, além de produtos de
couro e colas caseiras que contenham Cu em sua composicdo. Além disso, o Cu é
utilizado na fabricacdo de diversos produtos, como arames, chapas de metal e
tubos de encanamento (ATSDR, 2021; ROYER; SHARMAN, 2020).
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A principal toxicose causada pelo Cu é a doenca de Wilson, na qual
ocorrem mutacoes genéticas devido ao acumulo de Cu, principalmente no figado,
mas também no cérebro e em outros tecidos. Essas mutagdes resultam em sérias
complicagdes metabdlicas, podendo causar hepatite, insuficiéncia hepatica, cirrose
hepatica, tremores, sintomas neuroldgicos, entre outros. As criancas sao as mais
afetadas, pois seus sistemas hepaticos ainda nao estdo totalmente formados
(BARBER; GRENIER; BURKHEAD, 2021).

O JECFA estabeleceu uma Ingestdao Diaria Maxima Toleravel Proviséria
(PMTDlo.05) de 0,5 mg/kg de peso corporal (CAC, 2022).

2.2 Cobalto (Co)

O cobalto (Co) € um elemento quimico encontrado no meio ambiente nas
formas 0, +2 e +3, sendo a forma Co(ll) a mais estavel. Preocupagdes surgiram em
relacdo a sua atividade genotoxica e carcinogénica nessa forma. Testes in vitro
com sais soluveis de Co(ll), como acetato, cloreto e sulfato, demonstraram um
potencial mutagénico em células de mamiferos, enquanto a maioria dos testes em
bactérias foi negativa. Os mecanismos principais envolvem a geragéo de espécies
reativas de oxigénio e a inibicdo dos mecanismos de reparo do DNA (EFSA, 2009).

O Co é amplamente explorado industrialmente nas formas de sais,
metdlicas e 6xidos, em pigmentagdes, ligas metélicas e como catalisador. Além
disso, o Co-60 radioativo € utilizado no tratamento do cancer (SCHREINER et al.,
2009; KOVACHEVA-NINOVA et al., 2018).

Bioguimicamente, o Co é essencial como oligoelemento e faz parte como
coenzima da vitamina B12 (cianocobalamina). Sua falta esta associada a anemia
perniciosa ou megaloblastica, e 0 excesso esta relacionado a modificacdes
genéticas e possivel causador de cancer, sendo classificado como grupo 2B pela
IARC (IARC, 2017; GONZALEZ-MONTANA, 2020).

Em um estudo encomendado pela OMS e IARC, constatou-se que a
ingestdo normal de Co esta entre 5 e 50 ug por dia, e a quantidade no plasma
sanguineo é 0,2 ug/L, havendo toxicidade em doses maiores que 7 pg/L
(KARAGAS et al., 2022). A EFSA estabeleceu como limite superior toleravel de
ingestédo (UL - Tolerable upper intake level) para Co o valor de 0,0016 mg kg™ de
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peso corpdreo por dia, correspondendo a uma ingestao diaria de 0,12 mg de Co
para uma pessoa adulta de 70 kg (EFSA, 2012).

2.3 Mercurio (Hg)

De acordo com a ATSDR, o mercurio (Hg) foi classificado como a terceira
substancia mais téxica do mundo. Diferente de outros metais, 0 mercurio possui
uma forma metalica que é liquida e vaporiza em temperatura ambiente. Ele pode
existir na forma de mercurio inorganico quando associado a cloro, enxofre ou
oxigénio, e na forma organica, como metilmercurio, dimetilmercurio, etilmercurio,
fenilmercurio, entre outros, quando ligado a moléculas organicas. O mercurio é
liberado no meio ambiente por fontes naturais, como atividade vulcénica, incéndios
florestais e intemperismo de rochas, além de fontes antropogénicas, como queima
de combustiveis fésseis, mineragdo de metais valiosos, metalurgia e presenca em
produtos como lampadas fluorescentes, tintas, plasticos, termostatos, bardmetros,
termémetros, entre outros. Os microrganismos desempenham um papel
fundamental na transformacédo do mercurio inorganico em metilmercurio, que € a
principal forma de contaminacdo ambiental quando ocorre acumulo na cadeia
alimentar através do solo, partes comestiveis de plantas e agua (ATSDR, 2015).

Segundo a ATSDR (2015), o metilmercurio é absorvido pelo corpo de forma
mais significativa (95%), seguido pelo vapor de mercurio quando inalado (80%) e
pela ingestao de mercurio liquido (0,01%). O mecanismo de absor¢do do mercurio
organico ocorre através do contato com a corrente sanguinea, onde é convertido
em mercurio inorganico e acumulado no cérebro e nos rins, permanecendo no
organismo por longos periodos e podendo causar danos dependendo da
quantidade e do tempo de exposicdo. O metilmercurio é absorvido de forma mais
eficiente pelo trato gastrointestinal em comparagcdo ao mercurio inorganico,
resultando em uma maior biodisponibilidade no organismo. Além disso, o
metilmercurio € capaz de atravessar facilmente a barreira hematoencefalica e a
barreira placentaria, permitindo sua distribuicdo no sistema nervoso central e
transferéncia para o feto em mulheres gravidas. O metilmercurio possui uma
afinidade maior por grupos sulfidrilas de proteinas, o que facilita sua ligacao e
transporte nos tecidos. Essa ligacdo proteica contribui para sua persisténcia e

acumulo em 6rgaos e tecidos, especialmente no cérebro.
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As recomendacdoes e regulamentagcdes das principais autoridades
governamentais como a Environmental Protection Agency (EPA) e Food and Drug
Administration (FDA) para agua potavel é de 2 uL mL"" e em rios, lagos e cérregos
de 0,144 pyL mL' (ATSDR, 2015). O comité do Codex Alimentarius (JECFA), em
2011 e a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), em 2006
estabeleceu uma ingestdo semanal proviséria toleravel (PTWI) para mercurio
inorganico de 4 pg kg de peso corpéreo (pc) e uma ingestdo semanal toleravel
(TWI) de 4 ug kg™ pc, respectivamente. Para metilmercurio, em 2006, o JECFA
estabeleceu um PTWI de 1,6 ug kg' pc e em 2018, a EFSA estabeleceu um TWI
de 1,3 ug kg' pc (PETERSEN, 2018).

2.4 Selénio (Se)

O selénio (Se) é um mineral encontrado naturalmente em rochas e no solo,
geralmente associado a sulfetos e minerais como prata, cobre, chumbo e niquel.
Em sua forma pura, ele é encontrado como cristais hexagonais de cor cinza
metalico a preto. A presenca de selénio nos alimentos pode ser dividida em selénio
inorganico, como selénio quelato (por exemplo, com sddio), selenito e selenato, e
selénio organico, quando estd ligado a aminoacidos sulfurados, como a
selenometionina e a selenocisteina. As principais fontes de selénio que contribuem
para o acumulo no meio ambiente sdo naturais e antropogénicas. Fontes naturais
incluem erupgbes vulcanicas e intemperismo do solo, enquanto fontes
antropogénicas incluem mineragédo, uso de combustiveis fésseis e fertilizantes
contendo selénio. Dessa forma, o selénio pode ser encontrado no ar, no solo € na
agua, e consequentemente pode ser acumulado na cadeia alimentar (ATSDR,
2022).

No corpo humano, o selénio faz parte da estrutura de enzimas
antioxidantes intracelulares que protegem contra espécies reativas de oxigénio,
também conhecidas como radicais livres. Para que o selénio cumpra corretamente
seu papel no corpo, € importante controlar a dose de ingestao, pois 0 excesso em
curto prazo pode causar nauseas, vomitos e diarreia. Em longo prazo, pode haver
o desenvolvimento da selenose, que é caracterizada por sintomas como cirrose

hepatica, anemia, fragilidade capilar e unhas. Por outro lado, a deficiéncia de
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selénio pode levar ao mau funcionamento da tireoide, fraqueza muscular, anemia,
ansiedade, depressdo, entre outros sintomas (TOTH e CSAPO, 2018).

Segundo a EFSA, o Limite Superior Toleravel de Ingestdo (UL) de selénio
para homens e mulheres (incluindo mulheres gravidas e lactantes) é de 255 ug/dia
e para criangas 0s ULs sdo derivados do UL para adultos: 60 pg/dia (1 a 3 anos),
90 pg/dia (4 a 6 anos), 130 pg/dia (7 a 10 anos), 200 pg/dia (11 a 14 anos) e 250
pg/dia (15 a 17 anos) (EFSA, 2023).

2.5 Ocratoxina A (OTA)

Quimicamente, a ocratoxina A (OTA) consiste numa dihidroisocumarina
ligada através de 7 grupos carboxilicos por uma ponte amida a L-fenilalanina, e é
diferenciada de outros dois tipos de ocratoxina (B e C) por uma molécula de cloro.
Os fungos que produzem micotoxinas sdo dos géneros Aspergillus e Penicillium.
As espécies produtoras de OTA em cacau descritas na literatura sao A.
westerdijkiae, A. ochraceus, A. melleus, A. carbonarius e A. niger, sendo as etapas
de pés-colheita dos frutos (fermentacao, secagem e armazenamento) as que tem
grande influéncia na ocorréncia de ocratoxina A. No entanto, a higiene dos frutos
obtidos na colheita e as mudancgas climaticas devido ao aquecimento global podem
influenciar no aumento da presenca de fungos micotoxigénicos (IAMANAKA;
OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010; KEDJEBO et al., 2015; TANIWAKI; PITT; MAGAN,
2018).

A fermentacdo e a secagem em periodos prolongados favorecem o
crescimento de fungos ocratoxigénicos (A. carbonarius e A. niger) e o controle da
umidade durante o periodo de armazenamento (dois a trés meses), em torno de 6-
7%, mantém o padrao de qualidade. Deste modo, a concentracéo de ocratoxina A
€ diminuida e controlada durante o processamento do chocolate, sendo diminuindo
em cerca de 17% durante a etapa de torrefacdo e em 90% durante o peneiramento
na separagao da casca e nibs (TANIWAKI et al., 2019).

A ocratoxina A foi considerada pelo IARC (1993) como sendo um possivel
carcinégeno para humanos (grupo 2B) (HOELTZ et al., 2012) e os principais
alimentos onde pode ocorrer incluem os produtos de origem animal (racdo para 0s
animais), cereais, leguminosas, café, cacau, figos, uvas, vinho, nozes e produtos

de coco. Ao entrar em contato com o organismo humano, a ocratoxina A pode
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provocar diversos tipos de doencas como nefropatia, cancer, imunotoxicidade e
neurotoxicidade. O JECFA estabeleceu para ocratoxina A uma PTWI de 0,0001 ng
kg™ ou 0,1 ug kg™ pc (CAC, 2022) e a Unido Europeia a PTWI de 0,12 ug kg™ pc
(120 ng kg™ pc) (EU, 2006).

2.6 Contaminantes inorganicos e ocratoxina A em cacau e derivados

Foram reportados estudos e ocorréncia dos contaminantes inorganicos As,
Cd, Cu, Pb e ocratoxina A em améndoas de cacau e chocolates convencionais, em
amostras de solo, de plantas e de derivados do processamento da améndoa de
cacau. Considerando isso, as autoridades nacionais e internacionais determinam
LMT em améndoas de cacau e chocolate, agua de irrigacao, solo e fertilizantes.

A Agéncia de Protegdo Ambiental dos EUA (US-EPA) estabeleceu um nivel
critico para Cd (0,43 mg kg') em solo destinado a agricultura. A Unido Europeia
em 2019 determinou um limite maximo de As (40 mg kg''), Cd (1,5 mg kg'') e Pb
(120 mg kg') em fertilizantes organicos. A resolugdo n° 420 do CONAMA
estabeleceu diretrizes de eliminacéo e valores de orientacdo para manutencao da
qualidade do solo, na ocorréncia de substancias quimicas, incluindo As (15 mg kg™),
Cd (1,3mgkg™), Pb (72mgkg™) e Cu (60 mg kg™') (BRASIL, 2009; BRASIL, 2021b).
A FAO estabeleceu um LMT para As (0,1 mg L"), Cd (0,01 mg L") e Pb (5,0mg L")
em agua de irrigacao (AYERS; WESTCOT, 1985; EPA, 2002; EU, 2019).

No Brasil, a resolucdo do CONAMA n° 357 estabelece limites maximos de
As total (0,069 mg L), Cd total (0,04 mg L), Cu dissolvido (7,8 ug L), Hg total
(1,8 ug L"), Pb total (0,210 mg L) e Se total (0,29 mg L-') em agua doce destinada
a irrigacao (BRASIL, 2005). Em 2021, o Ministério da Saude publicou a Portaria n°
888 que estabelece Valores Maximos Permitidos (VMP) para As (0,01 mg L), Cd
(0,003 mg L"), Cu (2 mg L"), Hg total (0,001 mg L"), Pb (0,01 mg L") e Se (0,04
mg L") e em &guas destinadas ao consumo humano.

A Uniao Europeia estipulou niveis maximos de Cd em derivados do cacau:
chocolate ao leite com menos de 30% de sélidos de cacau (0,10 mg kg™'); chocolate
com menos de 50% e chocolate ao leite com mais de 30% de sélidos de cacau
(0,30 mg kg'); chocolate com mais de 50% de solidos de cacau seco (0,80 mg kg™)
e cacau em po ou bebidas achocolatadas (0,60 mg kg™') (EU, 2014).
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O comité do Codex Alimentarius fixou limites maximos de Cd em 2019 para
chocolates e produtos a base chocolate contendo teores de cacau entre 50% e 70%
(0,8 mg kg') e com mais de 70% (0,9 mg kg'). E no mesmo ano, este comité
recomendou LM para Cd em chocolates com teores inferiores a 30% (0,3 mg kg™)
entre 30% e 50% (0,5a 0,7 mg kg™') e 100% (1,3 a 1,5 mg kg'') de cacau. Em 2021,
o comité recomendou novos niveis maximos (MLs) para Cd em chocolates
contendo até 30% de solidos de cacau (0,3 mg kg') e para chocolates contendo
entre 30% e 50% (0,7 mg kg'") (CAC, 2022).

Em 2022, a ANVISA estabeleceu através da Instrucao Normativa (IN) n° 160
LMT’s para contaminantes inorganicos em chocolates e produtos a base de cacau
com mais de 40%: As (0,40 mg kg'); Cd (0,30 mg kg'); e Pb (0,40 mg kg'), com
menos de 40% de cacau: As (0,20 mg kg); Cd (0,20 mg kg''); e Pb (0,20 mg kg™)
e pasta de cacau: As (0,50 mg kg'*); Cd (0,30 mg kg™'); e Pb (0,50 mg kg'"), e para
o Cu foi estabelecido LMT em améndoas de cacau (40,0 mg kg') (BRASIL, 2022).

RAMTAHAL et al. (2016) estudaram a relacao entre a presenca de Cd em
tecidos de plantas de cacau e em solos de Trinidade e Tobago. Observaram
maiores concentragdes em folhas (0,54 - 5,21 mg kg'), seguido de cascas dos
frutos (0,53 - 4,49 mg kg''), cascas de améndoa (0,44 - 4,41 mg kg™'), nibs (0,35 -
3,82 mg kg) e solo (0,3 - 1,7 mg kg™').

CHAVEZ et al. (2015) estudaram a relagé@o entre a concentragdo de Cd em
sementes de cacau e no solo em 19 fazendas de cultivo de cacau no Equador. Os
autores observaram que o Cd se acumula em maior quantidade na superficie do
solo (média de 1,54 mg kg') do que em solos mais profundos (média de 0,85 mg
kg™'), sendo atribuida essa contaminacdo a atividades antropogénicas. Nas
sementes, foi encontrada a maior média de Cd (0,94 mg kg'') em comparagéo com
as cascas (0,09 mg kg') e folhas (0,10 mg kg™).

BUTACIU et al. (2016) utilizaram o método de vaporizagdo eletrotérmica
acoplada a espectrometria de emissao Optica com micro tocha em plasma
capacitivo para estudo de Cd em alimentos e para a digestdo das amostras foi
usado a digestao acida (HNOs - H202) assistida por micro-ondas.

Teores de Cd e Pb foram reportados em 20 amostras do Equador,
Venezuela, Malasia, Brasil, Costa do Marfim e Gana, incluindo améndoas de cacau
e derivados do processamento de chocolate, encontrando uma concentragéao
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maxima de 1,83 mg kg' de Cd em amostras de cacau em p6 da Venezuela,
excedendo o limite maximo permitido em varios paises (MOUNICOU et al., 2003).

Em um estudo realizado por RANKIN et al. (2005) em 6 fazendas da Nigéria,
foi constatada alta concentracdo de Pb em derivados do processamento de
chocolate (média de 230 e 70 ug kg ™), atribuida a emissao de gasolina com chumbo
durante exposicées ao ar livre (fermentacdo e secagem ao sol), enquanto nas
sementes foi encontrada uma concentragdo baixa (média de 0,5 ug kg™).

DURAN, TUZEN, SOYLAK (2009) avaliaram os teores de Cd, Pb, Cu, Ni, Fe,
Mn e Cr em amostras de 17 marcas de goma de mascar e balas a base de cacau,
acucar e frutas, e constataram teores de Cd e Pb nos produtos a base de cacau,
com médias de 1,347 e 0,681 ug kg™, respectivamente.

YANUS et al. (2014) avaliaram a presenca de elementos-traco (Pb, Cd, Cr,
Mn, Co, As, Bi, Mo) em amostras de chocolates de varios paises, com diferentes
teores de cacau. Eles observaram uma correlacdo linear entre o nivel de
elementos-traco no chocolate e o conteudo de sélidos de cacau. Em outras
palavras, quanto maior o teor de cacau no chocolate, maior € o teor dos elementos-
trago.

VILLA, PEIXOTO, CADORE (2014) constataram a presenca de Cd e Pb em
30 amostras de chocolate, com diferentes teores de cacau em sua composicao.
Eles concluiram que chocolates com maior teor de cacau apresentaram maiores
niveis de Cd (107,6 +4,5 ug kg™') e Pb (129,7 + 6,9 ug kg') em comparagdo com o
chocolate branco ou com baixos teores de cacau.

KRUSZEWSKI; OBIEDZINSKI; KOWALSKA (2018) estudaram a distribuicéo
de Ni, Cd e Pb em améndoas de cacau importadas do Equador e da Republica
Dominicana, bem como nos produtos derivados em cada etapa de 3 linhas distintas
de processamento na Polbnia. Foi constatado uma reducao nos teores de metais
dependendo do processamento, com uma diminuicao de 0 a 100% para o Pb e de
10,5 a 33% para o Cd. As etapas determinantes para a diminuicdo da concentragéao
dos metais foram o joeiramento e a conchagem. Além disso, foi relatado um alto
teor de Cd em chocolates (0,43 mg kg™').

LO DICO et al. (2018) reportaram teores médios de As (0,303 mg kg''), Cd
(1,228 mg kg™') e Pb (0,094 mg kg') em 105 amostras de chocolate, com diferentes
teores de sélidos de cacau e cacau em p6 adquiridos em mercados da ltalia.
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GRAMLICH et al. (2018) avaliaram a presenga de Cd em 102 amostras de
solo e 97 amostras de folhas e frutos de cacau em 55 fazendas produtoras de cacau
localizadas em Honduras. Os niveis de Cd encontrados foram de 0,1-1,1 mg kg
no solo, 0,03-7,1 mg kg™! nas sementes, 0,04—10,2 mg kg' na casca do fruto e 0,1—
28,0 mg kg nas folhas. Os valores baixos de Cd total no solo indicaram uma alta
absorcgao pelo cultivar.

OLIVEIRA et al. (2021) avaliaram amostras de améndoas de cacau das
principais regides produtoras do Brasil e Equador, encontrando teores de Cd
(<0,0015-1,6 mg kg') e Pb (<0,022-2,5 mg kg'). Esses resultados foram
associados aos altos teores desses contaminantes no solo do noroeste da Ameérica
do Sul e & atividade extrativista de petréleo.

BRAVO et al. (2021) constataram a presenca de Cd em amostras de solo
em fazendas produtoras de cacau na Coldmbia. Foram encontradas médias altas
nas cidades Santander (1,9 mg kg''), Boyaca (1,82 mg kg') e Cérdoba (1,63 mg
kg™), além de uma alta concentragéo na cidade de Arauca (10 mg kg™).

SILVA et al. (2021), estudaram amostras de chocolate comum
comercializadas no Brasil, adquiridas em diferentes regides do pais. Os valores
encontrados para o cobre (Cu) nas amostras de chocolate variaram de 4,30 a 138
Hg g, enquanto os valores encontrados para o chumbo (Pb) variaram de 0,83 a
27,9 ug kg

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da IN n° 160,
estabeleceu limites maximos toleraveis (LMT) de ocratoxina A em améndoas de
cacau de 10 ug kg™, e para produtos de cacau e chocolate, o limite é de 5 pg kg™
(BRASIL, 2022).

A contaminagéo potencial e o desenvolvimento de fungos filamentosos tém
inicio durante a colheita, devido a lesdes nos frutos, assim como durante o
armazenamento prolongado e a etapa de fermentacao. Alguns fungos filamentosos
presentes nas améndoas podem produzir micotoxinas durante a secagem,
tornando essa fase um dos pontos criticos para a seguranga microbiolégica das
améndoas de cacau (EFRAIM et al., 2010; COPETTI et al., 2009).

TURCOTTE, SCOTT e TAGUE (2013) relataram a ocorréncia de Ocratoxina
A em 85 amostras de produtos de cacau, incluindo cacau natural (média de 1,17

ug kg), cacau alcalino (média de 1,06 ug kg'), chocolate torrado (média de 0,49
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ug kg), chocolate amargo (média de 0,39 ug kg'), chocolate ao leite (média de
0,19 ug kg), liquor de cacau (média de 0,43 ug kg'') e manteiga de cacau (niveis
abaixo do limite de quantificagdo de 0,16 ug kg™').

KAMELE et al. (2019) investigaram a presenca de ocratoxina A em cacau da
Costa do Marfim nas etapas de pds-colheita e constataram que os menores niveis
de ocratoxina A sao encontrados em graos inteiros, enquanto graos quebrados ou
com defeitos podem apresentar niveis mais elevados de contaminacao.

KABAK (2019) examinou a ocorréncia de ocratoxina A em 130 amostras de
varios tipos de chocolates da Turquia e observou que o contaminante estava
presente em 46% dos chocolates amargos, 23% dos chocolates ao leite e 17% das
bolachas de chocolate, com teores médios variando de 0,18 a 0,75 ug kg de
ocratoxina A.

Copetti et al. (2010) analisaram a OTA em 222 amostras de améndoas de
cacau ao longo das etapas do processamento pos-colheita, e as maiores
concentragcdes foram encontradas em uma amostra da etapa de secagem (5,54 ug
kg') e uma do armazenamento (4,64 ug kg'). Em outro estudo realizado por
Copetti et al. (2012), a ocratoxina A variou de 0,03 a 0,39 ug kg' em diversos
produtos derivados de améndoas de cacau, como cacau em pd, manteiga de

cacau, chocolates convencionais branco, ao leite e preto.

3. METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE CONTAMINANTES
INORGANICOS E OCRATOXINA A

Para a determinag@o de contaminantes inorganicos em alimentos, € comum
realizar a digestdo da amostra por decomposicao via umida assistida por radiacao
micro-ondas, combustao ou fusdo. A escolha do método mais eficaz € influenciada
pelo conhecimento da matriz da amostra. A decomposicao via imida pode ser feita
em sistema aberto ou fechado, utilizando aquecimento por radiacdo micro-ondas
ou métodos convencionais de alta temperatura. No sistema aberto, a decomposicéao
da matéria organica é realizada com o uso de acidos, como acido nitrico, sulfurico,
cloridrico, peroxido de hidrogénio ou misturas destes. A escolha do &cido leva em
consideracao o seu ponto de ebulicao, por exemplo, o &cido nitrico possui ponto de
ebulicao de 86 °C, com maximo de 120 °C, o que é suficiente para decompor a
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matéria organica de amostras com matrizes complexas. A mistura de acido nitrico
e peréxido de hidrogénio permite atingir temperaturas de até 170 °C. No sistema
fechado de decomposicdo via Uumida, ocorre uma maior eficiéncia devido ao
aumento do ponto de ebulicdo por meio de pressdao maior que a atmosférica. Essa
abordagem apresenta a vantagem de reduzir a contaminacdo da amostra pelo
ambiente do laboratério. A decomposicao via Umida assistida por micro-ondas
utiliza radiac6es nao ionizantes com frequéncia de até 2450 MHz e poténcia de até
1500 W, resultando em um aquecimento da amostra de até 240 °C. Os
equipamentos que emitem radiacdo por micro-ondas sdo compostos por um ou dois
magnétons. As amostras sdo colocadas em frascos ou copos abertos ou fechados,
feitos de materiais como politetrafluoretileno (PTFE), vidro, quartzo fundido,
polietileno, entre outros (KRUG e ROCHA, 2019).

Ainda segundo KRUG e ROCHA (2019), a determinagao de contaminantes
inorganicos em alimentos também pode ser realizada por métodos de
decomposicdo por combustdo e fusdo, além da decomposi¢cdo por via umida
assistida por radiacdo micro-ondas mencionada anteriormente.

A decomposigao por combustao envolve o uso de altas temperaturas ou a
acao de radicais de oxigénio ou oxigénio excitado em plasmas a temperaturas
relativamente baixas para decompor matrizes organicas. Nesses processos, ocorre
a conversao de espécies quimicas em substancias mais simples, como diéxido de
carbono e agua, a partir de substancias combustiveis e oxidantes, gerando
producao de calor. Um exemplo de equipamento comumente utilizado € o forno tipo
mufla, no qual a amostra é calcinada até a formacgao de cinzas contendo os minerais
de interesse. Aditivos, como acido nitrico e nitrato, podem ser utilizados para
acelerar as reacées, prevenir a volatilizacdo de componentes das cinzas e reacoes
indesejadas entre 0os componentes da cinza e o material do cadinho. As
temperaturas na combustao podem variar de 100 °C a 1000 °C, dependendo do
elemento de interesse e do tipo de amostra.

Ja na decomposicao por fusdo, a amostra € moida e misturada com um
eletrolito acido ou basico (fundente) em um cadinho de niquel ou platina, e aquecida
até que se dissolva na solugdo. Em seguida, a amostra é resfriada em temperatura
ambiente, permitindo que o liquido solidifique, e o material resultante é solubilizado
em agua ou acido diluido.
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CHAVEZ et al. (2015) determinaram Cd em folhas, cascas e graos de
cacau utilizando a digestao com acido nitrico a 140°C por 180 min e a quantificagao
dos contaminantes usando um espectrometro de emissdo com fonte de plasma
com acoplamento indutivo (ICP OES). BUTACIU et al. (2016) utilizaram o método
de vaporizacao eletrotérmica acoplada a espectrometria de emissao 6ptica com
micro tocha em plasma capacitivo para estudo de Cd em alimentos e para a
digestdo das amostras foi usado a digestao acida (HNOs — H202) assistida por
micro-ondas.

YANUS et al., (2014) estudaram 8 elementos-trago incluindo As, Cd e Pb,
em amostras de chocolates com diferentes proporcées de cacau utilizando a
técnica de espectrometria de massas hifenada a plasma com acoplamento indutivo
(ICP-MS). As amostras (100 mg) foram incialmente digeridas em um banho de agua
quente, usando uma mistura 1:2 de H202 30% e HNOs concentrado (v/v) e uma
solucao de indio foi usada como padrao interno.

A técnica de absorcdo atébmica com chama foi usada por ALAGIC;
HUREMOVIC (2015) para estudo de Mn, Cu, Zn, Cd, Cr, Fe, and Pb em chocolates
e produtos de cacau, apds digestdo acida das amostras com &cido nitrico em
temperatura de 80 °C. Também tem sido utilizada a técnica de absor¢ao atémica
com forno de grafite para estudos de Cd em produtos de cacau (PERSULESSY,
2009; YAPO et al., 2014).

Entre os métodos analiticos oficiais reportados para a digestao de amostras
de alimentos da AOAC (LATIMER, 2012), o método 999.11 utiliza para a
mineralizacdo das amostras, a calcinagdo em forno mufla, a 450°C, para a
determinacao de Pb, Cd, Cu, Fe e Zn. Este procedimento é simples, tem baixo
custo e utiliza minima quantidade de reagentes quimicos, contribuindo com os
principios da quimica verde, porém sua utilizacao é limitada para a determinacao
de elementos volateis como o arsénio.

Os métodos comumente utilizados para a extracdo de OTA em alimentos
empregam diferentes solventes organicos, como metanol e acetonitrila, extracao
em fase sélida (SPE) com solventes seletivos, com a utilizagdo de colunas de
imunoafinidade (IAC) (FABIANI et al., 2010; QUINTELA et al., 2011). Outro método
de SPE seletivo utiliza polimeros molecularmente impressos (MIP’s), baseado em

polimeros formados por unidades monoméricas via ligagdes n&o-covalentes na
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presenca de uma molécula modelo (PICHON e COMBES, 2016). Outra forma de
extracdo é o SPE nao-seletivo, baseado em interagdes hidrofébicas e troca
anidénica com o emprego de sorventes sélidos em uma coluna, como o sorvente
C18 e balanco lipofilico-hidrofilico (RODRIGUEZ-CABO et al., 2016; CAMPONE et
al., 2018).

Os principais meétodos descritos na literatura para determinacao e
quantificacdo de ocratoxina A em cacau e chocolates sdo baseados na
cromatografia, como a cromatografia de camada delgada (CCD) e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com fase reversa ou normal usando detector de
fluorescéncia (COPETTI et al., 2010; CUBERO-LEON et al., 2017; MISHRA et al.,
2016; SKARKOVA et al., 2013; TWARUZEK et al., 2020). Também pode ser usada
a técnica de cromatografia gasosa (CG) acoplada aos detectores de fluorescéncia
ou de massas (LEITE, et al., 2020).

Um método interessante de extracao proposto por ANASTASSIADES et al.
(2003), denominado QUEChERS vem sendo utilizado com modificacdes para
determinacao de micotoxinas e diversos compostos organicos em solo, agua e
alimentos. HACKBART et al. (2012) modificaram o método adicionando sais e um
processo de limpeza (clean up) para analisar ocratoxina A e citrinina em arroz.
(PRESTES et al., 2009).

TURCOTTE, SCOTT e TAGUE (2013) utilizou a técnica de extragdo com
solventes metanol, agua e NaCl para extracdo de ocratoxina A e aflatoxinas em
amostras de améndoas de cacau e chocolates. O extrato foi limpo em coluna de
imunoafinidade, a determinagédo das micotoxinas foi feita por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa e a detecc¢ao das aflatoxinas por um reator
fotoquimico pos-coluna e da ocratoxina A por fluorescéncia, obtendo limites de
deteccédo e de quantificagao baixos.

KEMELE (2019) analisou amostras de cacau durante as etapas do pré-
processamento (fermentagdo, secagem e armazenamento) utilizando a extracédo
com metanol e agua mais bicarbonato de soédio, a limpeza do extrato foi feita com
uma coluna de imunoafinidade (Ochraprep e RBiopharm) e para a determinacéo foi
feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sendo utilizado uma fase
médvel com acetonitrila, agua e acido acético. KABAK (2019) determinou a presenca

de ocratoxina A em amostras de chocolates utilizando a extracdo com metanol e
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agua com cloreto de sddio e limpeza do extrato com coluna e imunoafinidade, a
determinacao da OTA foi realizada por cromatografia liquida de alta performance
(CLAE) com detector de fluorescéncia.

3.1 Espectrometria de emissao com fonte de plasma com acoplamento
indutivo (ICP OES)

A técnica que utiliza o instrumento espectrometro de emissdo com fonte de
plasma com acoplamento indutivo (ICP OES) para determinacao e quantificacao
de elementos-traco necessita do preparo da amostra, como a decomposi¢cao por
via Umida ou via seca, podendo ser realizada em sistema fechado ou nao. Além
desta técnica, a espectrometria de absorgéo atdmica com forno de grafite (GF-AAS)
€ bastante empregada para quantificagdo de contaminantes inorganicos e minerais
essenciais em alimentos. Nesta técnica, os elétrons ou ion do analito de interesse
sao excitados e absorvem energia térmica do plasma de argénio cuja temperatura
chega até 10.000K promovendo um nivel eletrénico energético superior e ao
retornar para um nivel de menor energia, a energia absorvida é emitida em forma
de luz e a partir dos comprimentos de ondas os analitos sdo detectados e
quantificados na amostra.

As principais partes constituintes que integram um instrumento ICP OES
(Figura 8) séo: o nebulizador e camara de nebulizagédo, a tocha, espectrémetro

(detector).
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Figura 8. Representacdo esquematica do equipamento de ICP OES
Fonte: Adaptado de Boss & Fredeen, 2004

44



A técnica de ICP OES utiliza, na maioria dos casos, amostras liquidas na
forma de um aerossol formado em um nebulizador. O nebulizador é um
componente do sistema de introducao de amostra onde é produzida uma populagao
de atomos, ions e/ou moléculas. Existem diferentes tipos de nebulizadores, sendo
um dos mais usados, 0 pneumatico concéntrico, no qual a amostra € introduzida
por um capilar em uma regiao de baixa pressao criada pelo fluxo de gas que passa
ao final do capilar. Apés a formagéao do aerossol, na camera de nebulizagdo ocorre
a separacao das menores goticulas que sao direcionadas para a tocha, enquanto
as maiores sdo descartadas. A camara de nebulizacdo pode ser simples ou de
duplo passo. As menores goticulas da amostra atingem o plasma de arg6nio onde
predomina uma mistura gasosa condutora de eletricidade, constituido por um gas
(argbnio) altamente ionizado que contém ions e elétrons, além de atomos e
moléculas neutras.

A tocha, constituida de quartzo, é formada por 3 tubos concéntricos. O tubo
interno, o injetor, com diametro interno variando de 0,8 a 2,0 mm, recebe o fluxo de
amostra que passou pelo nebulizador. Os demais tubos recebem o gas argbnio em
diferentes vazdes, geralmente entre 11 e 17 L/min, e estes tubos tém a funcao de
resfriar as paredes internas do tubo central da tocha, formando um fluxo tangencial.
A tocha do plasma possui duas configuracdes (axial e radial). Na posicao axial ha
maior sensibilidade e maior raz&o sinal/ruido em relagéo ao sentido radial, porém,
pode ocorrer o fendmeno de autoabsorcao e recombinacdo de ions. Na visao radial
o plasma é observado lateralmente, em angulo de 90°.

Na parte superior da tocha localiza-se a bobina de inducao e, geralmente,
€ usada uma espiral oca de cobre, refrigerada e alimentada por um gerador de
radiofrequéncia de 27 ou 41 MHz. O plasma de argbnio € formado a partir de uma
centelha, e os ions resultantes interagem com o campo magnético oscilante. A
radiacao isolada é entdo convertida em sinais elétricos utilizando um sistema de
detectores. Os detectores mais utilizados sdo os de estado sélido, tipo CCD
(Charge Coupled Device). Este detector utiliza pixels que permitem maior resolucao
nas medidas das linhas de emissao e, deste modo, levam a diminuicdo das
interferéncias espectrais (Skoog et al., 2002).

45



3.2 Espectrometria de massas com fonte de plasma com acoplamento
indutivo (ICP-MS)

A técnica que utiliza a instrumentagdo ICP-MS para determinacdo e
quantificagéo de elementos-traco é considerada a mais sensivel. A técnica baseia-
se na determinacdo de elementos com is6topos estaveis, com massas e
abundancias conhecidas, positivamente carregados com carga +1 (m/z) através da
ionizacao ocorrida em um plasma, normalmente de gas argbnio de alta pureza
(>99,999%) (THOMAS, 2013).

As partes que integram um instrumento de ICP-MS (Figura 9) sao: sistema
de introducao de amostra (nebulizador e cAmara de nebulizacao), tocha (plasma),
interface (bombas de vacuo, cones e lentes iénicas), quadrupolo e detector.

lentes
quadrapole  idoicas inlerl‘m:e

1

|’_|——

cimara de

nebuolizagcio

hambas de vicone

Figura 9. Representacao esquematica do equipamento de ICP MS.
Fonte: Adaptado de Gervasio et al. 2003

Na técnica de ICP-MS, os ions sdo gerados em um plasma indutivo e, em
seguida, introduzidos no sistema do espectrémetro de massas. Utilizando um
detector de massas, como o quadrupolo, é possivel separar os ions com base na
razao massa/carga por meio do transporte sob a acao de campos elétricos e
magneéticos, os quais modificam as trajetdrias dos ions (Skoog et al., 2002).

Para a determinacdo e quantificagdo do analito na amostra, € realizada a
calibragdo do instrumento previamente, por meio do preparo de solu¢des-padroes
e construgdo das curvas analiticas. Comumente, sao utilizados padrées internos

para correcao de possiveis interferéncias fisico-quimicas. A amostra, que foi
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previamente preparada no estado liquido, passa por um nebulizador para se
transformar em um aerossol. Em seguida, ocorre o resfriamento na camara de
nebulizacdo para garantir a distribuicdo homogénea das particulas. Todo o
transporte da amostra é realizado por meio de uma bomba peristaltica até a base
do plasma.

Devido as diferentes zonas de temperatura existentes no plasma, a amostra
passa por etapas de secagem, vaporizacdo, atomizacdo e ionizacéo,
transformando-se de um aerossol liquido em particulas sdlidas e, posteriormente,
em um gas ionizado (ions positivos). Para permitir o transporte dos elementos
ionizados entre as partes que compde o equipamento, é necessario que o ambiente
esteja sob pressao de vacuo. Para isso, sao utilizadas bombas mecanicas e turbo
moleculares. Na célula de interface, ocorre a extracéo do feixe de ions através do
cone de amostragem (sampling cone), que possui um pequeno orificio com
didmetro inferior a 1 mm. Ap6s a passagem pelo cone de amostragem, o feixe de
ions fica sob um vacuo a aproximadamente 400 Pa. O feixe de ions é entado
transportado para o cone de afinamento (skimmer cone), o qual possui o diametro
interno de 0,1 mm e tem a funcao de “afunilar” o feixe de ions e inibir o
espalhamento dos ions com menor massa entre os dois cones. As lentes ibnicas
tém a fungao de extrair os ions com carga positiva, geralmente sdo usadas quatro
lentes e em cada lente sdo formados campos elétricos a partir de uma voltagem
especifica para realizar a separacao das cargas positivas dos demais interferentes
produzidos pelo plasma. O ICP-MS pode conter uma célula de colisdo/reacao para
eliminacéo de interferéncias isobaricos utilizando normalmente um gas inerte usado
como gas de colisdo, como o hélio. O feixe de ions ao chegar no compartimento
contendo o quadrupolo, séo filtrados mediante a razdo massa/carga do analito de
interesse, empregando-se combinacdes de uma corrente direta em um par de polos
e uma corrente alternada de radiofrequéncia no par de polos oposto, deste modo
apenas um ion de massa especifica passa pelo quadrupolo, enquanto as demais
massas sao desviadas na trajetoria do feixe de ions. Para a deteccéo do analito de

interesse na maioria dos instrumentos de ICP-MS é utilizado um eletromultiplicador.
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3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) é um método fisico-quimico utilizado para a separacao de
moléculas em uma determinada mistura, com base em diferentes interacdes entre
a fase moével e a fase estacionaria. No caso da ocratoxina A, séo utilizadas a fase
mével e a coluna cromatografica especificas para essa analise.

A fase mével consiste em uma mistura de solventes organicos, como
metanol, acetonitrila, acido acético e agua, que sdo combinados em diferentes
propor¢cdes. Essa mistura é responséavel por transportar a ocratoxina A através da
coluna cromatografica durante a analise.

A coluna cromatografica utilizada para a ocratoxina A € composta por um
material sélido, geralmente silica, preenchido no interior da coluna. O analito de
interesse, que foi previamente extraido da amostra, € injetado na coluna sob alta
pressao pela fase mével. Durante o processo, a ocratoxina A interage de maneira
diferente com a fase estacionaria e outros componentes da mistura presentes na
coluna. Essas interacdes resultam na liberacdo dos componentes em momentos
distintos, formando picos cromatograficos para cada um deles, incluindo a
ocratoxina A.

Além da fase mével e da coluna cromatografica, os componentes adicionais
de um equipamento HPLC (Figura 10) incluem reservatorios para os solventes da
fase movel, degaseificador para remover bolhas da fase mével, bombas de alta
pressao para circulacao da fase movel, valvula solenoide para selegdo e mistura
dos solventes, valvula manual de purga para direcionar a fase mével para descarte
ou para a coluna cromatografica, injetor de amostras (automatico ou manual),
coluna de guarda para protecdo da coluna cromatografica contra componentes
prejudiciais presentes na amostra, detector como espectrofotdmetros (UV-VIS),
fluorescéncia, entre outros, frasco de descarte para coletar a fase mével com os
analitos, e um computador com software para controlar os componentes do
equipamento. Esses componentes em conjunto permitem a separacao e a detecgéao
precisa da ocratoxina A utilizando a técnica de HPLC. (Shoykhet, Broeckhoven &
Dong, 2019).
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Figura 10. Representagao esquematica do equipamento de HPLC
Fonte: Skoog, 2002
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CAPITULO 2: CACAU E CHOCOLATES “BEAN TO BAR”: AVALIAGAO DE
ELEMENTOS-TRACO EM AMOSTRAS COMERCIALIZADAS NO BRASIL

Vitor H. Burgon?, Manuela L. Nunes Silva?, Raquel F. Milani?, Marcelo A.

Morgano?@

3|nstituto de Tecnologia de Alimentos, ITAL, C.P. 139, CEP 13070-178,
Campinas/SP, Brasil

(Este capitulo sera traduzido e submetido a revista FOOD CONTROL)

Resumo

O consumo de chocolate “Bean to Bar”tem crescido devido a sua qualidade, sabor
e aroma. Na sua preparagao poucas etapas e ingredientes sao utilizados, porém
pode ocorrer a presenga de contaminantes inorganicos em améndoas de cacau e
em chocolates. O objetivo deste estudo foi avaliar o conteudo de elementos-traco
(As, Cd, Cu, Co, Pb, Se e Hg) em améndoas de cacau e em chocolates “Bean to
Bar” de diferentes origens do Brasil. As amostras foram mineralizadas usando
digestao acida assistida por micro-ondas e a quantificagdo dos elementos traco foi
realizada usando ICP OES e ICP-MS. Foi avaliado o risco da exposicdo aos
contaminantes inorganicos pelo consumo de chocolates. O método foi validado,
obtendo-se recuperacoes entre 84% e 105% e precisao entre 2% e 14%. O As e o0
Hg néo foram detectados nas amostras estudadas. Os teores dos contaminantes
nos chocolates “Bean to Bar” variaram entre: Cd (<LOD e 0,145), Cu (3,90 e
10,109); Co (<LOD e 0,47); Pb (<LOD e 0,02) e Se (<LOD e 0,088) mg kg';
enquanto que nas améndoas de cacau variaram de: Cd (<LOD e 0,68), Cu (16,6 e
22,38) e Pb (<LOD e 0,04) mg kg'. O teor de Cd ultrapassou o limite maximo
tolerado pela legislagdo brasileira em 6 amostras améndoas de cacau e 1 de
chocolates. O calculo da estimativa de exposicao ao Cd pelo consumo de chocolate
“Bean to Bar” para criancgas atingiu 94% da PTMI.

Palavras-chave: Chocolate “Bean to Bar”, améndoas de cacau, contaminantes
inorganicos, ICP OES, ICP-MS.
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1. Introducao

Tem crescido o interesse por chocolates artesanais e o chocolate tipo
“Bean to Bar” é tido como uma tendéncia entre os consumidores de alimentos
saudaveis, pelo fato de envolver poucos processos em sua fabricacao, preservagao
da manteiga de cacau e apenas adicdo de acglcar organico, leite em pd e ou
améndoas, castanhas, frutas secas, amendoins e avelas em sua composigao. Além
disso, as améndoas de cacau utilizadas tém rastreabilidade, o que agrega um alto
padrdao de qualidade e evita problemas socioambientais, além de valorizar
pequenos produtores de améndoas de cacau. Chocolates “Bean to Bar” sao
produzidos a partir da améndoa de cacau, moidas em temperatura elevada em
moinho de pedra elétrico (melanger), obtendo-se o liquor de cacau (Giller, 2017;
Gallo, Antolin-Lopez & Montiel, 2018). O Brasil € um dos maiores produtores
mundiais de cacau, entre 2019 e 2020 ocupou o sétimo lugar no ranking e sendo
responsavel por aproximadamente 3,5% da produg¢ao mundial (AIPC, 2022).

Apesar dos beneficios a saude pelo consumo de chocolates (antioxidantes,
flavonoides, minerais) alguns estudos reportaram a presenca de contaminantes
inorganicos (Cl), como arsénio (As), cadmio (Cd), cobalto (Co), cobre (Cu),
mercurio (Hg) e chumbo (Pb). De Oliveira et al. (2021) utilizaram a técnica de
espectrometria 6tica com plasma com acoplamento indutivo (ICP OES) e digestéao
acida assistido por micro-ondas para estudar a presenca de Cd e Pb em 90
amostras de améndoas de cacau e encontraram niveis entre <0,0015 e 1,598 mg
kg'e 0,022 e 2,528 mg kg, respectivamente. Villa et al. (2014) avaliaram Cd e Pb
em chocolates (34% a 85% de cacau), utilizando a digestdo acida assistida por
micro-ondas com quantificacao por espectrometria de absorcédo atémica por forno
de grafite (GF AAS) e encontraram teores entre <1,7 e 0,108 e <21 e 0,138 ug kg™,
respectivamente. No estudo de Peixoto et al. (2016) foi avaliada a composicéao de
elementos tragcos em chocolate branco, ao leite e amargo, utilizando a técnica de
ICP-MS e os autores observaram maiores niveis de arsénio, cobalto, cobre e
selénio nos chocolates amargo. Yannus et al. (2014) constataram teores de As, Cd,
Co e Pb em améndoas de cacau (0,016; 0,072; 0,292; 0,040 mg kg™,
respectivamente) e em chocolates (0,028; 0,141; 0,524; 0,230 mg kg™,

respectivamente).
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A exposicao aos contaminantes inorganicos pode ocasionar diversos danos
a saude, afetando diferentes érgaos, como cérebro, coracao, rins e intestino. Em
criangas os efeitos sdo ainda mais severos, sendo que alguns destes estdo
associados a disturbios no cérebro, comportamental e pode levar ao
desenvolvimento de doencgas graves como cancer, cardiovasculares e respiratérios
(Al Osman et al. 2019).

Considerando o exposto os objetivos deste trabalho foram validar e aplicar
um método para determinacdo dos elementos tracos arsénio (As), cadmio (Cd),
cobalto (Co), cobre (Cu), mercurio (Hg), chumbo (Pb) e selénio (Se) em améndoas
de cacau das principais regides produtoras do Brasil e em chocolates “Bean to Bar”
com diferentes percentuais de sélido de cacau, utilizando as técnicas de
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) e de

espectrometria de emissao 6tica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).
2. Material e métodos
2.1 Amostras

As amostras de améndoas de cacau foram coletadas entre os anos de 2020
e 2022, seguindo protocolos higiénicos e cada amostra foi transferida para sacos
plasticos com identificacdo e armazenados sob refrigeracdo até o momento das
analises. Foram adquiridas 23 amostras de améndoas de cacau procedentes das
principais regides produtoras do Brasil: Bahia (Arataca, lbirapitanga, ltabuna,
Itajuipe e Porto Seguro), Para (Novo Repartimento e Mocajuba), Amazénia (Borba,
Manicoré e Nova Olinda) e Espirito Santo (Linhares). Um total de 65 amostras de
chocolates “Bean to Bar” foram adquiridas de e-commerce do Brasil e 6 amostras
de chocolates convencionais em mercado local da cidade de Campinas-SP para
comparacado dos resultados. As amostras de chocolates “Bean to Bar” foram
elaboradas a partir de améndoas de cacau procedentes das seguintes localidades:
Amapa - AP (n=2), Amazonas - AM (n=9), Espirito Santo - ES (n=8), Bahia - BA
(n=38), Rondbnia - RO (n=1), Mata Atlantica (n=4) e Para - PA (n=4). As amostras
de chocolates foram classificadas conforme a quantidade do percentual de sélidos
de cacau e adicao de leite em pd no chocolate: 0% (branco), 30% a 50% (ao leite),
50% a 70% (meio amargo) e 70% a 100% (amargo).
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2.2 Reagentes e equipamentos

Para os procedimentos analiticos foram utilizados reagentes de grau
analitico ou superior: HNO3s concentrado (65%) purificado por destilacao sub-boiling
(Berghof®, Eningen, Alemanha); peréxido de hidrogénio 30% (m/v) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e agua (18,2 MQ cm) purificada em sistema de osmose
reversa (Gehaka, Sdo Paulo, Brasil). Materiais de referéncia certificados (CRM):
Dark Chocolate (ERM BD512); Lobster Hepatopancres (NRCC Tort-2 e Tort-3) e
Peach leaves (NIST SRM 1547). Solugbes padrées multielementar (100 mg/L) (As,
Cd, Cu, Co, Cd e Pb); Se (100 mg/L) e Hg (100 mg/L), todas da Specsol (Quimlab,
Jacarei, Brasil).

Os equipamentos utilizados durante as analises foram: balanga analitica
(Ohaus, New Jersey, EUA) e digestor por micro-ondas (Start D, Milestone, Sorisole,
ltalia). Para a determinacéao do teor de As, Cd, Cu e Pb em améndoas de cacau foi
utilizado o espectrdmetro de emissao 6tica com fonte de plasma com acoplamento
indutivo (ICP OES), modelo 5100 VDV (Agilent Tecnology, Téquio, Japao), com
fonte de radiofrequéncia (RF) de 27 MHz e detector multielementar simultaneo de
estado sélido do tipo CCD (Charge Coupled Device) disponivel no laboratério de
Inorganicos do ITAL. As condicoes experimentais do equipamento de ICP OES
foram: poténcia de radiofrequéncia de 1200 W; vazao de nebulizacdo de 0,5 L min
1. vazao auxiliar (Ar) de 1,0 L min"'; vazao principal (Ar) de 12 L min''; corregéo de
fundo de 2 pontos; tempo de integracéo e leitura de 10 s e 3 replicatas, visdo axial,
camara de nebulizagdo de duplo passo e nebulizador seaspray; argénio liquido com
pureza de 99,996% (Air Liquid, SP, Brasil). Os comprimentos de onda das linhas
analiticas foram: As (193,696 nm), Cd (214,439 nm), Cu (324,754 nm) e Pb
(220,353 nm).

A quantificacdo dos elementos-traco As, Cd, Co, Cu, Hg, Pb e Se em
chocolates foi feita utilizando um espectrémetro de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) (iCAP RQ, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha)
nas seguintes condicdes: poténcia de radiofrequéncia (RF) de 1550 W, vazao de
argénio (Ar) de 14,0 L/min, vazao de Ar auxiliar de 0,80 L/min, vazao de hélio (He)
de 5,00 mL/min, aquisicdo por KED (Kinetic Energy Discrimination), vazao do

nebulizador de 0,98 L/min, camara de nebulizacado do tipo ciclénica com duplo
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passo (2,8 °C), tempo de permanéncia de 0,2 s e 0,01 (PI). Os is6topos monitorados
foram: 75As, 5°Co, 63Cu, 8°Se, '"'Cd, 292Hg e 2%8Pbh. Como padréo interno (Pi) foi

usada uma solugao (50 pg L) contendo 72Ge, 1%°Rh, 4°Sc, 20Bi e '95Pt.
2.3 Controle Analitico

Os materiais de referéncia certificados Dark Chocolate (ERM BD512);
Lobster Hepatopancres (NRCC Tort-2 e Tort-3), Peach leaves (NIST SRM 1547) e
amostras de améndoas de cacau e chocolates foram utilizados para validar os
métodos propostos para as figuras de mérito tendéncia/recuperacéo, precisao,
linearidade, limite de deteccao (LOD) e limite de quantificacao (LOQ) (AOAC, 2016;
INMETRO, 2020).

A exatiddo do método foi avaliada através do uso dos materiais de
referéncia certificados; a precisao foi avaliada através do célculo do coeficiente de
variacao de 7 repeticdes analiticas independentes de uma mesma amostra de
améndoa de cacau e de chocolate; e os limites de deteccao (LOD) e quantificacdo
(LOQ) foram determinados com base na concentracdo do analito. O limite de
deteccao foi calculado como o valor da média do branco mais trés vezes o desvio
padrdo, enquanto o limite de quantificacao foi calculado como o valor da média do
branco mais cinco vezes o desvio padrao.

Para o estudo dos contaminantes em amostras de améndoas de cacau, as
curvas analiticas foram preparadas a partir de solu¢des-padréao certificadas de 100
mg L' para As, Cd, Cu e Pb, em solugédo de HCI 5% (v/v) nas seguintes faixas de
concentragdo: As 0,005 a 1,00 mg L', Cd 0,001 a 1,00 mg L', Cu 0,001 a 1,00 mg
L' e Pb 0,0025 a 1,00 mg L-'. Para as amostras de chocolates as curvas analiticas
contendo As, Cd, Cu, Co, Pb, Se e Hg foram construidas a partir de solucées
padroes certificados de 100 mg L por diluigao, na faixa de 0,0001 a 0,1 mg L.

2.4 Procedimento analitico para o preparo das amostras de chocolates e
améndoas de cacau

Previamente as amostras de améndoas de cacau foram trituradas em
moinho (lka, Staufen, Alemanha) e as amostras de chocolate foram “raladas”. Em
seguida, foram submetidas a uma digestao acida em sistema fechado assistido por
micro-ondas (Start D, Milestone Sorisole, Italia), conforme descrito por Mohamed
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et al. (2020) e De Oliveira et al. (2020): foram pesados em vaso de digestdo de
PTFE 0,5 g das amostras, adicionados 6 mL de HNOs e mantido em contato por
uma noite. No dia posterior, adicionaram-se 2 mL de H202 30% (m/v) e as amostras
foram digeridas aplicando-se 1000 W de poténcia usando a seguinte programacgao
de tempo e temperatura: temperatura ambiente até 70 °C por 5 min; 70 °C por 2
min, aumento de 70°C até 120 °C por 3 min; 120 °C por 2 min, aumento de 120 °C
a 170 °C por 10 min e manutencao por 15 min. O digerido foi resfriado a temperatura
ambiente, os vasos foram abertos e o conteudo transferido quantitativamente para

tubos graduados, avolumando-se para 20 mL com agua deionizada.

2.5 Calculo da estimativa de ingestao dos contaminantes e avaliacao da
exposicao pelo consumo de chocolates “Bean to Bar”

A estimativa de ingestdo foi calculada para os elementos que foram
quantificados nas amostras de chocolate e foram considerados os maiores teores
de Cd, Cu e Pb obtidos. Foram considerados, também, a ingestédo diaria de 15,75¢g
de chocolate (5,75 kg ano per capita); peso corpéreo (p.c.) de 60 kg para adultos e
15 kg para criancas (FAO/WHO, 2013; MDCI, 2018). Os célculos da estimativa de
exposicao da populacao brasileira aos contaminantes estudados foi feito conforme
a equacao 1 (ATSDR, 2022).

Concentragao x Consumo

Esposigdo (mg/kg p.c.) = (Equacéo 1)

Peso corpéreo
onde: concentracdao = maior nivel encontrado do contaminante nas amostras de
chocolates analisadas (em mg kg™'); consumo = quantidade ingerida do alimento
no periodo, em gramas.

Para avaliar o risco associado a exposicao aos elementos inorganicos
através do consumo de chocolate “Bean to Bar”, os valores estimados de ingestao
foram comparados aos valores disponiveis de PTMTDI (Provisional Maximum
Tolerable Daily Intake) para Cu de 0,5 mg kg pc dia (WHO, 1982), de PTMI
(Provisional Tolerable Monthly Intake) de 25 ug kg™ pc para cadmio (WHO, 2013),
de UL (Tolerable upper intake level) para Co de 0,0016 mg kg' pc (EFSA, 2012) e
para Se de 255 ug (adultos) e 130 ug (criancas de 7-10 anos) por dia (EFSA, 2023)
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e BMDLo,1 (Benchmark Dose Lower Limit) de 1,5 ug kg™ pc para adultos e 0,5 ug
kg! pc por dia para criangas para chumbo (EFSA, 2013).

3. Resultados e discussoes

3.1 Validacao do método analitico para determinacao de elementos traco em
améndoas de cacau e chocolates

O método foi validado para as figuras de mérito tendéncia/recuperacao,
limite de deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ) e precisao para améndoas de
cacau e chocolates do tipo “Bean to Bar” e chocolates convencionais seguindo o
guia do INMETRO (2020) e AOAC (2016) estao representados na Tabela 1.

A tendéncia/recuperacao dos métodos utilizados para determinacao dos
elementos traco por ICP OES e ICP-MS nas amostras de améndoas de cacau e
chocolate foi verificada utilizando diferentes materiais de referéncia certificado
(MRC) (améndoas - Lobster Hepatopancres (NRCC Tort 2); chocolates - Dark
Chocolate (ERM BD512), Peach leaves (NIST SRM 1547) e Lobster
Hepatopancreas (NRCC Tort-3)) em razao dos valores certificados disponiveis para
os elementos em cada MRC. Para os elementos-tracos estudados, os valores de
recuperagao obtidos variaram entre 88% e 98% no método para améndoas de
cacau (As, Cd, Cu e Pb) e 84% e 105% no método para chocolates (As, Cd, Cu,
Pb, Co, Hg e Se).

A linearidade das curvas analiticas foi avaliada através do coeficiente de
correlacdo sendo obtidos valores de r = 0,999. Os limites de detecgéao (LOD) e de
quantificacao (LOQ) para os elementos-traco estao apresentados na Tabela 1 e
foram calculados como: LOD (3s) e LOQ (10s) para améndoas de cacau e LOD
(3s) e LOQ (5s) para chocolates, sendo “s”, o valor do desvio padrdo para as
concentragcdes de 7 repeticées e considerando fator de diluicdo da amostra de 40
vezes. A precisao foi calculada pelo coeficiente de variagao (CV), em porcentagem,
de 7 repeticbes analiticas sendo encontrado valores entre 4% e 13% para
améndoas de cacau e 2 e 14% para chocolates, satisfazendo as recomendacoes
do guia do INMTRO (2020) nas condi¢cdes estudadas (7%-21%).
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Tabela 1. Avaliagdo da exatidao (n=3) do método de digestédo acida assistido por micro-ondas utilizando materiais de referéncia certificados™;
coeficiente de correlacao (r), limites de deteccao (LOD) e de quantificagao (LOQ) e precisao (coeficiente de variagao, n=7).
Chocolate (ICP-MS)**

Parametros

Arsénio Cadmio Cobre Chumbo Cobalto Mercurio Selénio
Valor Certificado (mg kg™') 59,56+3,8 0,302+0,013 14,3+0,7 0,869 +0,018 0,07 0,292 £0,022 0,120 £ 0,017
Valor Obtido (mg kg') 60,8+0,7 0,271+0,008 14,0+1,1 0,881+0,011 0,066 +0,001 0,245+0,028 0,126 £0,016
Exatidéo (%) 102 + 1 90+3 98+8 101 +1 94 + 1 84 +10 105+ 14
r 0,99960 1,0000 0,9996 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999
LOD (mg kg™) 0,015 0,001 0,007 0,005 0,002 0,007 0,019
LOQ (mg kg™) 0,022 0,002 0,010 0,007 0,003 0,010 0,029
CV* (%) 11 3 2 14 2 9 12
Améndoa de Cacau (ICP OES)***
Valor Certificado (mg kg') 21,6 +1,8 26,7 £ 0,6 106 £ 10 0,35+0,13 n.a. n.a. n.a.
Valor Obtido (mg kg') 19,0+ 0,4 25,1 +0,6 105,1 +2 0,34 + 0,05 n.a. n.a. n.a.
Exatidao (%) 882 94 +2 99 +2 98+ 14 n.a. n.a. n.a.
r 0,99960 0,99990 0,99990 0,99976 n.a. n.a. n.a.
LOD (mg kg™) 0,171 0,021 0,043 0,057 n.a. n.a. n.a.
LOQ (mg kg™) 0,272 0,033 0,069 0,091 n.a. n.a. n.a.
CV* (%) 13 5 4 7 n.a. n.a. n.a.

**Dark Chocolate (ERM BD512) para Cd e Cu; Peach leaves (NIST SRM 1547) para Pb, Se e Co e Lobster Hepatopancreas (NRCC Tort-3) para As e Hg. ***Lobster
Hepatopancreas (NRCC Tort-2) para As, Cd, Cu e Pb. n.a.= ndo avaliado.
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3.2 Resultados obtidos para os elementos traco em amostras de améndoas
de cacau e chocolates “Bean to Bar”

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos para os elementos
traco em chocolates “Bean to Bar” e convencionais distribuidos pela quantidade de
sélidos de cacau, ou seja, chocolate branco, ao leite, meio amargo e amargo. Os
teores médios dos elementos traco presente nas amostras de chocolates “Bean to
Bar”indicam a seguinte ordem de concentragédo Cu > Co > Cd > Se > Pb.

Em amostras de chocolates (“Bean to Bar”e convencionais) o As e 0 Hg nao
foram detectados. O Cu e o Co foram os elementos mais abundantes, foi possivel
detectar o Cu em 100% das amostras e variou entre 0,15 e 10,10 mg kg'. Em
relagdo ao Co, foi detectado em 97% e variou entre 0,002 mg kg! (LOD) e 0,47 mg
kg, o Cd também foi em 97%, porém, variou entre 0,001 mg kg™ (LOD) e 0,078
mg kg'. O Pb e Se obtiveram menores niveis detectados nas amostras, o Se foi
detectado em 69% das amostras entre 0,02 mg kg™! (LOD) e 0,088 mg kg e 0 Pb
foi detectado em 70,4% entre 0,005 mg kg (LOD) e 0,020 mg kg™'.
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Tabela 2. Média e intervalo de concentracdo de Cd, Co, Cu, Pb e Se para chocolates Bean to bar (n=65) e convencional (n=6).

Elementos (mg kg)

Chocolate
Bean to bar cd N Co N Cu N Pb N Se N
0,05 0,15 0,020
Branco (n=2) <0,001 0 1 <0,019 0
(<0,002 - 0,012) (0,11 - 0,20) (<0,005 - 0,039)
. 0,025 0,23 3,90 0,012 0,018
Ao leite (n=12) 12 12
(0,009 - 0,094) (0,06 - 0,94) (1,63 - 9,24) (<0,005 - 0,037) (<0,019 - 0,077)
Meio amargo 0,041 17 0,37 17 8,22 17 0,012 0,087 14
(n=17) (0,004 - 0,10) (0,12 - 0,63) (4,13 - 12,20) (<0,005 - 0,06) (<0,019 - 0,25)
0,078 0,47 10,10 0,013 0,088
Amargo (n=34) 34 33 34 26 25
(0,008 - 0,74) (<0,002 - 1,88) (2,96 - 19,3) (<0,005 - 0,04) (<LOD - 0,28)
Chocolate
. Cd N Co N Cu N Pb N Se N
Convencional
Branco (n=1) <0,001 0 <0,002 0 0,15+ 0,06 1 <0,005 0 0,06 + 0,01 1
) 0,052 0,125 3,56 0,010 0,04
Ao leite (n=3) 3
(0,01 -0,12) (0,11 - 0,16) (2,92 - 4,68) (0,007 - 0,011) (0,070 — 0,097)
Meio amargo
(n=1) 0,049 + 0,001 1 0,43 £ 0,01 1 10,7 £ 0,1 1 0,036 + 0,004 1 0,12 £ 0,01 1
N=
Amargo (n=1) 0,065 + 0,002 1 0,46 + 0,01 1 13,0+0,4 1 0,043 + 0,002 1 0,15+ 0,01 1

LOD (Limite de detecg¢ao): Cd = 0,001 mg kg'1, Co =0,002 mg kg'1, Pb = 0,005 mg kg'1, Se =0,019 mg kg'1; N= numero de amostras nas quais o elemento-

trago foi detectado.
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Os resultados avaliados demonstraram que os chocolates “Bean to Bar”do
tipo amargo apresentaram as maiores médias de elementos trago, com exce¢ao do
selénio (Se), que obteve média maior nos chocolates “Bean to Bar” meio amargo.
No entanto, foi observada uma relacao linear entre o aumento de sélidos de cacau
e 0 aumento dos niveis de elementos traco na composicdo do chocolate,
especialmente para os contaminantes inorganicos cadmio (Cd) e chumbo (Pb).

O cadmio néo foi detectado nos chocolates “Bean to Bar” e convencional
branco, porém, foi detectado em todas as amostras de chocolates ao leite, meio
amargo e amargo, com uma média variando entre 0,001 (limite de deteccédo) e
0,078 mg kg''. Os chocolates amargos apresentaram a maior média e concentracdo
de cadmio, com valores de 0,078 mg kg™' e 0,74 mg kg™, respectivamente.

O cobalto (Co) foi encontrado em 96% das amostras de chocolates e em
83% das amostras convencionais, sendo que os chocolates amargos apresentaram
as maiores médias, com valores de 0,46 mg kg™ e 0,47 mg kg, respectivamente.
O chocolate amargo “Bean to Bar” registrou o maior nivel de cobalto, com
concentracdo de 1,88 mg kg

O cobre (Cu) foi quantificado em todos os chocolates convencionais e
“Bean to Bar” analisados, sendo o elemento tragco mais abundante. Os chocolates
amargos “Bean to Bar” apresentaram uma média menor de cobre (10,10 mg kg™')
em comparagao aos chocolates amargos convencionais (13,0 mg kg™).

O chumbo (Pb) foi detectado em 68% e 98% das amostras de chocolates
convencionais e “Bean to Bar’, respectivamente. A maior média de Pb foi 195%
maior em chocolates meio amargo convencionais (0,059 mg kg') do que a maior
encontrada em chocolates brancos “Bean to Bar” (0,020 mg kg'). Maiores niveis
foram obtidos em amostras de améndoas e chocolates “Bean to Bar” das regides
da BA e ES, respectivamente

O selénio (Se) foi encontrado em todos os chocolates convencionais e em
67% dos chocolates “Bean to Bar’. A maior média e concentracao de selénio foram
registradas nos chocolates “Bean to Bar” meio amargo, com valores de 0,088 mg
kg e 0,28 mg kg, respectivamente. Nos chocolates convencionais, a maior média
de selénio foi observada nos chocolates amargos (0,15 mg kg™).

Os resultados dos elementos-traco presentes nos chocolates “Bean to Bar”
em diferentes regides do Brasil foram representados na Tabela 3 e na Figura 11.
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Tabela 3. Média e intervalo de concentragéao de Cd, Co, Cu, Pb e Se em amostras de chocolates Bean-to-bar (n=65) para cada regiao de

origem das améndoas.

Elementos (mg kg')

Regiao
Cd N Co Cu N Pb Se N
0,145 0,170 7,34 7 0,014 5 0,075 3
Amazonas (n=7)
(0,03-0,74) (0,03 - 0,54) (0,198 - 12,8) (<0,005 - 0,03) (<0,019 - 0,28)
0,054 0,15 7,17 2 0,019 2 0,044 2
Amapa (n=2)
(0,007 - 0,1) (0,054 - 0,25) (5,67 - 8,66) (0,02 - 0,02) (<0,019-0,19)
. 0,046 0,39 8,50 35 0,012 23 0,08 25
Bahia (n=35) 35
(0,01 -0,18) (0,03 -0,92) (1,63 -15,7) (<0,005 - 0,05) (<0,019 - 0,25)
i 0,05 5 0,49 6,3 7 0,022 7 0,055 7
Espirito Santo (n=8)
(0,01 -0,09) (<0,002 - 0,94) (0,01 -11,40) (<0,005 - 0,06) (<0,019 - 0,23)
0,08 2 0,77 12,63 2 <0,005 1 0,009 1
Floresta Amazoénica (n=2)
(0,04-0,12) (0,46 - 1,07) (7,36 - 17,9) (<0,005 - 0,01) (<0,019 - 0,02)
0,036 4 0,29 7,6 4 0,0038 2 0,024 2
Mata Atlantica (n=4)
(0,01 —0,06) (0,15-0,43) (3,6 - 8,42) (<0,005 - 0,008) (<0,019 - 0,06)
] 0,025 3 0,60 10,14 4 0,011 1 0,10 3
Para (n=5)
(<0,001 - 0,1) (0,01 -1,88) (0,11 -19,3) (<0,005 - 0,04) (<0,019 - 0,18)
0,024 2 0,15 4,46 2 0,015 2 0,11 2
Rondbnia (n=2)
(0,016 - 0,031) (<0,002 - 0,15) (2,96 - 5,96) (0,01 -0,02) (0,08 -0,14)
0.057 0.38 7.84 0.012 0.058
Média (n=65)
(<LOD - 0.74) (<LOD - 1.88) (0.01-19.3) (<LOD - 0.06) (<LOD - 0.28)

LOD (Limite de detec¢ao): Cd = 0,001 mg kg'1, Co =0,002 mg kg'1, Pb = 0,005 mg kg'1, Se =0,019mg kg'1; N: numero de amostras nas quais o elemento

foi quantificado.
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O chumbo (Pb) foi detectado em 43 amostras (66%), com uma média de
0,012 mg kg, variando entre <0,005 mg kg (LOD) e 0,022 mg kg™'. O nivel mais
elevado de chumbo foi encontrado na regido do Espirito Santo, enquanto a menor
concentracéo foi observada na Floresta Amazénica (0,0040 mg kg™).

O selénio (Se) foi detectado em 45 amostras (69%), apresentando uma
média de 0,058 mg kg'!, variando entre <0,009 mg kg' (LOD) e 0,11 mg kg'. O
menor nivel de selénio foi encontrado na regido da Mata Atlantica (0,0038 mg kg),
e o maior nivel foi registrado em Rondbnia.

O cobre (Cu) esteve presente em 97% das amostras, com uma média de
7,84 mg kg'! para todas as regides, variando entre 4,46 mg kg’ e 12,63 mg kg'. A
menor média de cobre foi encontrada na regido de Rondbnia, enquanto a maior
média foi observada na Floresta Amazoénica.

O cobalto (Co) apresentou uma média de 0,38 mg kg™ entre as regides,
sendo que a maior média foi encontrada na Floresta Amazonica (0,77 mg kg') e a
menor em Rondonia (0,15 mg kg™).

No caso do cadmio (Cd), a regiao da Amazédnia registrou a maior média
(0,145 mg kg') e concentragdo (0,74 mg kg'), enquanto a regido de Rondonia
apresentou a menor média (0,024 mg kg).

Os contaminantes inorganicos Pb, Cd e Cu foram avaliados nas amostras
de améndoas de cacau e chocolates distribuidos por regiées do Brasil, como
mostrado na Figura 11. Ao comparar as médias de chumbo em améndoas de cacau
e em chocolates foi observado que o chumbo apresentou uma média menor em
chocolates da Bahia (0,012 mg kg') e maiores médias nas regides da Amazonia
(0,014 mg kg'), Pard (0,010 mg kg') e Espirito Santo (0,022 mg kg') em
comparacdo as améndoas (0,04 mg kg™, 0,06 mg kg! (LOD) e 0,06 mg kg (LOD),
respectivamente).

Os teores médios de cadmio foram mais elevados nas améndoas de cacau
do que nos chocolates para todas as amostras das regides estudadas. As maiores
médias e concentracdes de cadmio foram encontradas nas amostras da regiao da
Amazonia (0,68 mg kg™ e 0,89 mg kg™') tanto nas améndoas quanto nos chocolates
(0,145 mg kg™' e 0,74 mg kg'). Para o cobre, também foi obtido um maior teor nas
améndoas de cacau do que nos chocolates para todas as regides. As maiores
médias e concentracées de cobre foram encontradas nas amostras da regidao da

76



Floresta Amazobnica (22,38 mg kg' e 28,12 mg kg') tanto nas améndoas quanto

nos chocolates, com valores de 12,63 mg kg™ e 19,3 mg kg™, respectivamente, na

regidao do Para.

03 -
0,27 1
0,24 -
0,21 4
0,18 1
0,15 4
0,12 4
0,09 1
0,06 1
0,03 4

JEEGENE N

cooo

30
25
20
15
10

ONPRO®NB®®N

AM

NV

Pb e Se em chocolate (mg/kg)

Pb média
—8— Pb max

AP BA ES FA MA

= Se média
—@— Se max

PA

Cd e Co em chocolate (mg/kg)

RO

Cd média wmmmm Co média —@—Cdmax —e— Co max

AM AP BA ES FA MA PA RO
Cu em chocolate (mg/kg)
Cumédia —e— Cumax
° e
°
e *
°
®
AM AP BA ES FA MA PA RO

Pb em cacau (mg/kg)

0,3
0,27 1 Pbmédia —e— Pbmax
0,24
0,21
0,18
0,15 A
0,12 A
0,09 A
0,06 A
0,03
0
AM BA PA ES
Cd em cacau (mg/kg)
Cdmédia —@— Cdmax
2 -
1,8
1,6 1
1,4
1,2 1
1 4
0,8 - ¢
0,6 4
0,4 4 °
081 < e
AM BA PA ES
Cu em cacau (mg/kg)
Cumédia —e—Cumax
30 Py °
25 °
20 o
15
10
5
0
AM BA PA ES

Figura 11. Grafico de barras das concentracdes de Cd, Co, Cu, Pb e Se em

améndoas de cacau e chocolate do Brasil

Na Tabela 4, sao apresentados os resultados obtidos para os contaminantes

inorganicos Cd, Cu e Pb em amostras de améndoas de cacau provenientes das

regides da Amazénia (n=8), Bahia (n=11), Para (n=2) e Espirito Santo (n=2). Os

resultados avaliados indicam que a média da concentracdo dos contaminantes

inorganicos nas amostras de améndoas de cacau segue a seguinte ordem: Cu >
Cd > Pb.
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A maioria das amostras analisadas, para os contaminantes inorganicos Cd,
Pb e Cu, apresentou teores abaixo do limite maximo tolerado (LMT) estabelecido
pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2022) tanto para améndoas de cacau quanto
para chocolates. No entanto, observou-se uma excecédo em relagao ao Cd, em que
as amostras de améndoas de cacau provenientes da regidao da Amazobnia
apresentaram uma média de teor de 0,68 mg kg, ultrapassando tanto o LMT de
0,3 mg kg’ estabelecido pela legislagdo brasileira quanto o de 0,6 mg kg’
estabelecido pela Unido Europeia. Além disso, foi encontrada uma concentragéo
maxima de 0,74 mg kg' de Cd em uma amostra de chocolate amargo com 70% de
cacau proveniente da regido da Amazonia, ultrapassando o LMT de 0,40 mg kg™
estabelecido para chocolates com mais de 40% (BRASIL, 2022; EU, 2014).

Tabela 4. Média e intervalo de concentracdo de Cd, Cu e Pb em améndoas de cacau
(n=23) do Brasil e numero de amostras (N) com teores superiores ao limite maximo
toleravel (LMT).

Contaminantes inorganico (mg kg™)

Regiao
Cd N Cu N Pb N
0,68 18,39 <0,06
Amazonas (n=8) 8 8 1
(0,52 - 0,89) (15,2 - 24,8) (<0,06 - 0,09)
0,056 19,76 0,04
Bahia (n=11) 1 11 3
(<0,17 - 0,16) (10,34 - 28,69) (<0,001 - 0,313)
22,38
Para (n=2) <0,17 0 2 <0,06 0
(16,62 - 28,12)
Espirito Santo 0,22 16,6
2 2 <0,06 0
(n=2) (<0,17 - 0,44) (10,2 - 23,0)
0,24 19,28 0,010
Média (n=23) 11 23
(<0,17 - 0,89) (10,2 — 28,69) (<0,06 - 0,313)

LOD (Limite de deteccao): Cd = 0,171 mg kg'!, Pb = 0,057 mg kg'!; LMT = Limites méaximos toleraveis
para améndoas e pasta de cacau: As = 0,50 mg kg™ (pasta), Cd = 0,3 mg kg™! (pasta), Pb = 0,50 mg kg
(pasta), Cu = 40 mg kg' (améndoas) (Brasil, 2021)! e cacau em p6: Cd = 0,6 mg kg™ (EU, 2014)2; N: nimero
de amostras contaminadas.
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3.3 Contaminantes inorganicos em améndoas de cacau e chocolates

Estudos tém relatado a ocorréncia dos CI's em chocolates convencionais e
0 cadmio e o chumbo sao os mais avaliados, devido a contaminagées do solo, dgua
e ar através de fontes antropogénicas e naturais. Alguns estudos reportam que ha
diminuicdo dos niveis de Cd e Pb durante o processamento das améndoas até
obtencdo do chocolate; enquanto outros trabalhos indicam que ha uma forte
correlagéo entre 0 aumento dos niveis de Cd e Pb com o aumento do percentual
de solidos de cacau (Bravo et al., 2021; Villa et al., 2014).

Salama (2018) reportou niveis de As (0,025 mg kg'), Co (2,09 mg kg'), Cu
(0,039 mg kg'), Hg (0,048 mg kg') e Pb (0,078 mg kg') em 19 amostras de
chocolates convencionais dos Emirados Arabes Unidos (EAU). Rafaella et al.
(2016) avaliaram a composi¢cdo Mineral de As, Co, Cu e Se em amostras de
chocolates branco (0,001, 0,005 (LOQ), 0.17 e 0,02 mg kg'!, respectivamente), ao
leite (0,01, 0,087, 3.30 e 0,04 mg kg™, respectivamente) e amargo (0,01, 0,36, 12.18
e 0,07 mg kg, respectivamente). Kruszewski et al., (2018) reportaram menores
niveis de Cd e Pb em chocolates entre 0,107 e 0, 429 mg kg™' e entre 0,0013 (LOD)
e 0,03 mg kg', respectivamente, do que em etapas do processamento do chocolate
(torrefagdo, quebra, moagem e conchagem) entre 0,103 e 0,658 mg kg! e entre
0,0013 (LOD) e 0,155 mg kg'', respectivamente. Em outro estudo, Bravo et al.,
(2021) relataram a diminuigdo de Cd em 40% nas améndoas de cacau (4,17 mg kg
) até a obtengdo do chocolate (1,60 mg kg='). Villa et al., (2014) analisaram 30
amostras de chocolates do Brasil e encontraram as maiores médias de Cd (0,108
mg kg~') e Pb (0,138 mg kg~') em chocolate amargo contendo de 55% a 85% de
cacau. Os autores observaram que existe uma correlacao linear entre 0 aumento
de solidos de cacau e o aumento do nivel de Cd e Pb.

Abt et al., (2018) encontraram em 98 amostras de chocolates e 46 de cacau
em poé e nibs, maiores médias de Cd e Pb em amostras de cacau em pé (0,70 e
0,11 mg kg~', respectivamente) do que em nibs (0,62 e 0,003 mg kg,
respectivamente) do que em chocolate preto (0,27 e 0,038 mg kg,
respectivamente) e ao leite (0,06 e 0,01 mg kg, respectivamente). Rehman e
Husnain (2012) reportaram niveis de Cd (0,4 mg kg~'), Cu (0,003 mg kg~') e Pb
(0,03 mg kg~') em 32 amostras de chocolates a base de cacau (0,05, 0,002 e 0,31
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mg kg~!, respectivamente), a base de acucar (40,7, 3,2 e 209 ug kg,
respectivamente) e a base de leite (33,1, 3,1 e 88 ug kg, respectivamente).

O Cu em améndoas de cacau foi encontrado a média de 19,28 + 2,34 mg
kg e variou em concentragoes entre 10,2 e 28,7 mg kg™, préximo ao encontrado
por Meduar et al., (2019) entre 18,8 e 30,4 mg kg™!, a maior média e concentragéo
foi encontrada na regido do Para (PA) de 22,38 + 1,29 e 28,69 mg kg™' e a menor
foi no Espirito Santo (ES) de 16,6 +6,0 e 10,2 mg kg™'. No presente estudo nenhum
valor de Cu ultrapassou o limite da legislacédo brasileira (BRASIL, 2022) de 40 mg
kg™ para améndoas de cacau.

O Cd encontrado em uma amostra da regido do AM (0,89 mg kg™)
ultrapassou os limites das legislagdes brasileira de 0,3 mg kg' e do MERCOSUL
(2011) de 0,6 mg kg, sendo encontrado a maior média (0,68 mg kg') em
améndoas de cacau da Amazonia e menor no Para (0,060 mg kg'), variou entre
0,060 e 0,68 mg kg™'. O As nao foi detectado em nenhuma das amostras e o Pb foi
detectado em 5 (22%) amostras entre as regides estudadas e obteve média de
0,010 mg kg™', a maior média foi encontrada na regido da BA de 0,04 mg kg' e a
concentracdo variou entre 0,06 (LOD) e 0,15 mg kg™

O Cd e o Pb tém sido reportados na literatura em concentragdes médias
entre 0,017 e 1,78 mg kg e entre 0,003 e 3,78 mg kg'!, respectivamente, em
améndoas de cacau de paises da América do Sul, Africa e Asia (de Oliveira et al.
2021; Romero-Estevés et al. 2019; Arévalo-Gardini et al. 2017; Bertoldi et al. 2016;
Vitola et al. 2016). De Oliveira et al. (2021) encontraram niveis de Cd e Pb entre
0,060 e 0,142 mg kg' e entre 0,019 e 0,985 mg kg, respectivamente, em 90
amostras do Brasil, Equador e Costa do Marfim. Romero-Estevés et al. (2019)
estudaram a presenca de Cd e Pb em 36 amostras de améndoas de cacau do
Equador e encontraram médias entre 0,280 e 1,73 mg kg™ e entre 0,502 e 1,97 mg
kg, respectivamente. Arévalo-Gardini et al. (2017) encontraram teores médios
para Cd e Pb em 80 amostras de cacau do Peru entre 0,170 e 1,78 mg kg™ e entre
1,00 e 3,78 mg kg, respectivamente. Kruszewski et al., (2018) determinara em 6
améndoas de cacau da Republica Dominicana a presenca de Cd e Pb e
encontraram médias de 0,128 e 0,162 mg kg™'. Bertoldi et al. (2016) encontraram
médias entre 0,093 e 1,39 mg kg™ e entre 0,053 e 0,108 mg kg para Cd e Pb,
respectivamente, em 61 amostras de cacau da Africa, Asia, América do Sul e
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Central. Vitola et al. (2016) analisaram 30 amostras de améndoas de cacau
provenientes da Africa do Sul (Camardes, Nigéria e Gana) e encontraram médias
de Cd e Pb entre 0,017 e 0,050 e entre 0,320 e 0,520 mg kg'!, respectivamente.

3.4 Avaliacao da estimativa de exposicao e ingestao para Cd, Co, Cu, Pb e Se
pelo consumo de chocolates “Bean to Bar”

Para o calculo da estimativa de exposicédo aos elementos Cd, Co, Cu, Pb e
Se foram consideradas as maiores concentragdes destes elementos que foram
encontradas nas amostras de chocolates amargo das regides estudadas
(Amazonas, Para, Espirito Santo e Bahia). Foram considerados também, o maior
consumo médio anual de chocolate da populacéo brasileira, da grande Sao Paulo,
de 5,75 kg (média de 15,75 g dia e 479,16 g més); individuos adultos com 60 kg de
peso corporal (pc) e 15 kg para criancas (MDCI, 2018). Como o As e Hg nao foi
detectado em nenhuma amostra, nao foram realizados os calculos de exposicao
para estes elementos. Os resultados da estimativa de ingestdo dos elementos
foram comparados a PTMI para Cd (25 ug kg' pc); BMDLo.1 para Pb (12 ug kg™
pc); PMTDI para Cu (0,5 mg kg pc); UL para Co de 0,0016 mg kg™ pc (EFSA,
2012); e UL para Se de 255 ug (adultos) e 130 ug (criancas de 7-10 anos) EFSA,
2023).

A partir dos calculos realizados, o Cu foi encontrado em maior
concentracdo no chocolate “Bean to Bar” amargo (19,3 mg kg') e obteve uma
estimativa ingestao de 0,005 mg kg™' de peso corpoéreo para adultos e 0,02 mg kg
de peso corpoéreo para criancas atingindo 1% e 4% da PMTDI, respectivamente. A
maior concentragédo de Pb foi encontrada no chocolate “Bean to Bar” meio amargo
(0,06 mg kg') e obteve 0,012 pug kg pc para adultos e 0,048 pg kg pc para
criangas atingindo o PTMI em 0,1% e 0,4%, respectivamente. Em relagdo a amostra
com o maior nivel de Cd (0,74 mg kg''), a estimativa de ingestéo foi de 5,91 pg kg
! pc para adultos e 23,6 ug kg™' pc para criangas e atingiu 24% do PTMI para adultos
e 94% para criancas. Para o Co a partir do maior nivel (1,88 mg kg') a estimativa
de ingestao foi de 0,5 mg kg' pc para adultos e 1,97 mg kg para criangas,
atingindo 31% da UL para adultos e 123% para criangas.
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Se levarmos em consideracdo o consumo anual de um pais com alto
consumo de chocolate, como a Alemanha de 11,1 kg/ano (30,4 g/dia)
(Chocosuisse, 2018), a estimativa de ingestdo mensal para criancas alcancaria até
180% da PTMI para Cd e atingiria até 238% da UL para Co, indicando um possivel

risco a saude para esse grupo da populacao.

4. Conclusao

As técnicas de ICP OES e ICP-MS foram utilizadas com sucesso para
determinar a presenca de varios elementos em améndoas de cacau e chocolates
“Bean to Bar”e convencionais. O As e o0 Hg estavam abaixo dos limites de deteccao
em todas as amostras. As concentragdes médias dos elementos foram maiores nas
améndoas do que nos chocolates, especialmente nos chocolates amargos. O Co
foi encontrado em 97% das amostras de chocolate, com concentracao média 165%
maior no chocolate “Bean to Bar” amargo em comparacdo com o convencional
amargo, sendo mais elevado nas amostras da regido do Pard e menor no Amapa
e Rondénia. O Se foi detectado em 69% das amostras de chocolate, com niveis
mais altos no chocolate meio amargo “Bean to Bar” e no chocolate branco
convencional. Na regido de Ronddnia, foi obtida a maior concentragdo média de
Se, enquanto na Floresta Amazénica foi a menor. O Cu foi o elemento mais
abundante, presente em todas as amostras de améndoas e chocolates. Houve uma
diminuicdo de 145% nos niveis de Cu nas amostras de améndoas de cacau em
comparacdo com as amostras de chocolates, e um aumento de 28% no chocolate
amargo “Bean to Bar”em relacao ao chocolate amargo convencional.

As regides da Bahia e Para apresentaram os maiores niveis de Cu. O Pb
foi o elemento menos abundante, quantificado em 22% das amostras de améndoas
de cacau e 70,4% dos chocolates. As regides da Bahia e Espirito Santo
apresentaram os maiores niveis de Pb em améndoas e chocolates “Bean to Bar’,
respectivamente. O Cd foi encontrado em todas as amostras de améndoas, com
maior quantidade na regido da Amazénia. Em relacédo as legislacbes brasileira e
europeia, seis amostras dessa regiao ultrapassaram o limite maximo permitido (0,3
e 0,6 mg kg'). Na regido da Amazonia, uma amostra de chocolate amargo “Bean
to Bar” ultrapassou o limite estabelecido pela legislacao brasileira para chocolates
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com mais de 40% de cacau. O calculo da estimativa de ingestao para Cd e Co para
as amostras de chocolates “Bean to bar’, considerando os maiores teores
encontrados, indicam a possibilidade de risco caso ocorra um consumo elevado

deste chocolate por criancgas.
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(Este capitulo sera traduzido e submetido a revista FOOD CONTROL)
Resumo

O consumo de chocolates artesanais tem crescido nas ultimas décadas
principalmente pelos seus beneficios a saude, contudo, falhas durante o
processamento das améndoas de cacau para a produgcdo de chocolates pode
acarretar o crescimento de fungos ocratoxigénicos. Neste trabalho foi avaliada a
ocorréncia de ocratoxina A em améndoas de cacau e em chocolate “Bean to Bar”
do Brasil, das regides da Amazdnia, Bahia, Espirito Santo e Pard. O método
adaptado in house para améndoas e chocolates foi validado com valores de
recuperagao variando entre 84 e 95%. O limite de detecgéo obtido foi de 0,04 ug
kg, de quantificacdo de 0,1 ug kg™' e precisdo de 15 e 14%. Foram avaliadas 43
amostras de améndoas de cacau e 62 de chocolate, sendo que a ocratoxina A foi
detectada em 20% e 30% das amostras, respectivamente. O nivel de ocratoxina A
nas amostras variou de 0,2 a 1,18 pug kg' e esteve dentro do limite maximo
estabelecido pela legislacdo brasileira. No melhor do conhecimento dos autores,
este € o primeiro estudo de investigagdo da contaminacdo de ocratoxina A em

améndoas e chocolates “Bean to Bar’.

Palavras-chaves: Chocolate “Bean to Bar”, Cacau, Ocratoxina A, HPLC-FLD
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1. Introducao

O chocolate artesanal “Bean to Bar” surgiu na década de 1990 nos Estados
Unidos e é feito a partir de améndoas de cacau secas e fermentadas, adicionado
ou nao de acucar, leite em pé e outros tipos de alimentos como frutos, améndoas
entre outros. Para sua produgdo, as améndoas tém rastreabilidade e controle
durante as etapas de processamento, contudo, havendo alguma falha na producéo,
pode haver exposicdo aos fungos ocratoxigénicos do género Aspergillus e
Penicilium, principalmente durante a etapa de colheita, fermentacao, secagem e
armazenamento (Giller, 2017; Agriopoulou, Stamatelopoulou & Varzakas, 2020).

Dentre os fungos que entram em contato com as améndoas de cacau e
produz ocratoxina A (OTA) durante o processamento, as espécies A. carbonarius,
A. niger, A. ochraceus, A. melleus e A. westerdjikiae ja foram relatados em
améndoas de cacau assim como a presenca de OTA nelas (Pires et al., 2019;
Copetti et al,, 2010). A OTA pode prevalecer durante o processamento das
améndoas e estar presente em chocolate produzidos industrialmente (Kabak, 2019;
Brera et al., 2011). O consumo de alimentos contaminados por OTA pode causar
efeitos prejudiciais a salude publica. A presenca de OTA nos alimentos esta
relacionada ao cancer em humanos e foi classificada pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC) no grupo 2B e em estudos com animais foi
observado a incidéncia de tumor hepatocelular e tumores renais (Ostry et al., 2017).

A legislacao brasileira através da instru¢gdo normativa, IN n® 160, de 1° de
julho de 2022 estabeleceu um limite maximo tolerado (LMT) para améndoa de
cacau de 10 pg kg™ e para produtos de cacau e chocolate de 5 ug kg' (BRASIL,
2022). A comissdo da Autoridade Europeia de Alimentos Seguros (EFSA)
estabeleceu em 2006 uma ingestdo semanal toleravel proviséria (PTWI) de 120 ng
kg! por peso corpéreo (EU, 2006); e em 2001 o comité de peritos da FAO/WHO
sobre aditivos alimentares (JECFA) fixou uma PTWI para OTA de 0,0001 mg kg
(100 ng kg') peso corpoéreo.

Nos métodos comumente utilizados para a extragdo de OTA em alimentos
empregam-se diferentes solventes organicos como metanol e acetonitrila, extragao
em fase solida (SPE) com solventes seletivos com a utilizacdo de colunas de
imunoafinidade (IAC) (Fabiani et al., 2010; Quintela et al., 2011). Outro método de
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SPE seletivo utiliza polimeros molecularmente impressos (MIP’s), baseado em
polimeros formados por unidades monoméricas via ligagdes nao covalentes na
presenca de uma molécula modelo (Pichon e Combes, 2016). Outra forma de
extracdo utilizada para micotoxinas € o SPE nao seletivo, baseado em interagdes
hidrofébicas e troca aniénica com o emprego de sorventes sélidos em uma coluna
como o sorvente C18 e balanco lipofilico-hidrofilico (Rodriguez-Cabo et al., 2016;
Campone et al., 2018). A forma mais comum de deteccao da OTA é feita por
cromatografia liquida hifenada aos detectores de fluorescéncia (HPLC-FLD)
(Copetti et al. 2010; Mufioz-Solano e Gonzalez-Penas, 2020). A detecgao também
pode ser feita por cromatografia gasosa hifenada a detectores com captura de
elétrons (GC-ECD) com derivatizacdo do grupo hidroxila usando anidrido
trifluoroacético para aumentar a volatilidade da OTA (Amelin et al. 2013). Outro
método, porém, menos usado para deteccao de OTA é baseado em eletroforese
capilar hifenado ao detector de fluorescéncia induzido por laser (CE-LIF) (Xiao et
al. 2018). Turcotte, Scott e Tague (2013) utilizaram a extragdo em fase sélida (SPE)
e HPLC-MS/MS para determinar ocratoxina A em améndoas de cacau (média 1,17
ug kg') e seus produtos derivados incluindo chocolates encontrando valores
médios de 0,36 ug kg™

A presenca de OTA em améndoas de cacau destinadas a produgéao do
chocolate “Bean to Bar” e no chocolate ainda nao foi relatado na literatura. Assim o
presente trabalho teve como objetivo otimizar um método analitico utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia para
determinar e avaliar a ocorréncia de ocratoxina A em amostras de améndoas de
cacau destinadas a producéo de chocolate “Bean to Bar” e no chocolate “Bean to
Bar”e calcular a estimativa de ingestao de ocratoxina A pelo consumo de chocolate

para adultos e criangas.
2. Material e métodos

Através do e-commerce em sites de varejo foram adquiridas 105 amostras
de améndoas de cacau e chocolate “Bean to Bar” (Tabela 5). Dessas amostras, 43
eram de améndoas de cacau, sendo 21 ja fermentadas e secas e 22 do
processamento pos-colheita das cidades de Arataca-BA (n=14) e Mocajuba-PA
(n=8). Duas amostras da regido da BA nado foram possiveis de identificar as
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cidades. Amostras com 6 dias de fermentacao de 2 cochos e améndoas secas do
mesmo lote das améndoas fermentadas e améndoas secas de outros 2 lotes de
uma fazenda produtora de cacau fino de Arataca-BA. Em outra fazenda localizada
em Mocajuba-PA foram coletadas amostras de 6 dias de fermentagéo de 1 cocho
e as améndoas secas totalizando 8 amostras. Foram coletadas entre 80 g e 2 kg
de amostra de améndoas de cacau em sacos com identificacao esterilizados e
mantidas sob baixas temperaturas em ambiente escuro em freezer, entre os anos
de 2020 e 2022

Tabela 5. Amostras de améndoas de cacau (n=43) distribuidas por regiao e municipios de

origem

Regiao Cidade n

Borba
Amazonas (n=8) Manicoré
Nova Olinda

- o N

—
o

Arataca
Ibirapitanga
Itab
Bahia (n=23) abuna
Itajuipe
Porto Seguro

nao identificado

Espirito Santo (n=2) Linhares

O DI DD DD = N DN

i Mocajuba
Para (n=10)
Novo Repartimento 1

As amostras de chocolates artesanais do tipo “Bean to Bar” (n=62) foram
classificadas pelo percentual de sélidos de cacau em sua composi¢cdo, como:
branco, ao leite (40 a 50% de cacau), meio amargo (50 a 70% de cacau) e amargo
(70 a 100% de cacau). O tamanho das porcdes das amostras de chocolate variou
entre 25g e 1009 e todas as amostras foram armazenadas em baixas temperaturas
em sacos identificados e esterilizados, em ambientes fechados e escuro.
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Tabela 6. Amostras de chocolates “Bean to Bar” (n=62) distribuidas por regido e por
porcentagem de soélidos de cacau.

Regidio Branco (0%) Ao leite Meio amargo Amargo
(40-50%) (50-70%) (70-100%)
Amazonas 1 2 0 5
Amapa 0 1 0 0
Bahia 0 5 11 14
Espirito Santo 0 4 1 7
Floresta Amazénica 0 0 0 1
Mata Atlantica 0 1 2 1
PA 1 0 1 2
RO 0 0 1

2.1 Extracao de OTA em cacau e chocolate (Clean up)

Para a determinacdo de OTA em améndoas de cacau secas e nos
chocolates “Bean to bar’ foi usado o método analitico adaptado de Copetti et al.
(2010) empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com deteccao por fluorescéncia. O método foi validado avaliando a
tendéncia/recuperacéo, o limite de deteccao (LOD), o limite de quantificacao (LOQ)
e a precisdo de acordo com o guia do INMETRO (2020).

Dez gramas de amostra foram homogeneizados em banho-maria a 65 °C por
10 minutos e a OTA foi extraida com 200 mL de solugdo metanol:bicarbonato de
sédio 3% (1:1 v/iv). A suspensdo foi agitada durante 10 minutos em
homogeneizador Ultra-turrax (Polytron, Suica) na velocidade de 10.000 rpm. A
mistura foi filtrada em papel filtro qualitativo (Whatman n.4) e em filtro de fibra de
vidro (Whatman). Em seguida, 20 mL do filtrado foram diluidos em 20 mL de tampéao
fosfato salino (PBS) com 0,01% Tween 20 e a solugao foi percolada numa coluna
de imunoafinidade, Ochraprep (R-Biopharm), em fluxo de 2-3 ml/min, e lavagem
com 20 ml de agua destilada.

Para a eluicao da ocratoxina A adsorvida na coluna de imunoafinidade foram
realizadas 8 adicdes de 500 pl (total de 4 ml) de solucdo de metanol:acido acético
(98:02, v/v) em um frasco ambar. Esta solucédo foi evaporada sob um fluxo de
nitrogénio a 40 °C e o extrato seco foi ressuspendido em 0,4 ml de fase mével.
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2.2 Condicoes cromatograficas para determinacao de OTA

Para determinacdo e quantificacdo da OTA foi utilizado um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Agilent Infinity 1260, Santa Clara, EUA) com
detector de fluorescéncia a 333 nm de excitagdo e 477nm de emisséo e injetor
automatico. A coluna cromatografica utilizada foi C18 (Shimadzu Shimpack), com
particulas de 5um e dimensao de 250mm x 4,6 mm. A fase movel utilizada foi
solugdo de metanol:acetonitrila:dgua:acido acético 35:30:34:01 (v/v/v/v), com
vazao de 1 mL/min.

Para construgao da curva analitica foi utilizado um padrao de OTA (Sigma),
plotando-se a area dos picos versus a massa da ocratoxina (ug). A determinagao
da concentracdo de OTA no extrato das amostras foi realizada por interpolagéo da
area do pico na curva analitica. O volume injetado foi de 100 pL tanto para a curva

analitica quanto para os extratos das amostras.

2.3 Validacao do método: determinacao da tendéncia/recuperacao, limite de
deteccao (LOD) e quantificacao (LOQ) e precisao

Para a avaliacdo da recuperacao de ocratoxina A em améndoas de cacau e
chocolates foi utilizado, uma amostra de améndoa de cacau e outra de chocolate
que nao foi detectada a presenca de ocratoxina A. Essas amostras foram
contaminadas com 3 niveis de OTA (1,74; 4,36 e 10,89 ug kg'') e foi realizada a
determinacao de OTA com trés repeticdes em cada nivel, os resultados foram
comparados com as faixas recomendadas para tendéncia/recuperacgao pela AOAC
(2012) e pelo regulamento EC 401/2006. A precisao do método foi avaliada pelo
coeficiente de variacao de 7 repeticdes analiticas para cada tipo de amostra. Para
a determinacédo dos limites de deteccao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram
realizadas 6 extragcdes no mesmo dia para a amostra controle de cacau e chocolate
e os limites foram calculados a partir das equagdes: LOD =0 + t.s e LOQ = 10.s,
onde s = desvio padrao, t = t student para 99% de confianga (n-1) (INMETRO,
2020).
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2.4 Calculo de estimativas de ingestao de ocratoxina A pelo consumo
chocolates “Bean to Bar”

Foi considerada a maior concentracdo de ocratoxina A encontrada nas
amostras de chocolates “Bean to Bar” avaliadas; a ingestao diaria de 15,75 g de
chocolate (110,25 g por semana) e o peso corporeo (pc) de 60 kg para adultos e
15 kg para criancas para calcular a estimativa de exposicao da populacéo brasileira
ao contaminante ocratoxina A, conforme a equacao 1 (FAO/WHO, 2013; MDCI,
2018). O resultado da estimativa de ingestdo de ocratoxina A foi comparado a

ingestdo semanal toleravel de 100 ng kg™! pc (CAC,2022).

Concentragiao x Consumo

Esposigao (ng/kg pc) = (Equacgéo 1)

Peso corpoéreo
Onde: concentragdo = maior nivel encontrado do contaminante nas amostras de
améndoas de cacau analisadas (em pg kg'): consumo = quantidade ingerida do
alimento no periodo, em kg.

3. Resultados e discussoes
3.1 Resultados para validacao do método para Ocratoxina A

Os resultados para a validacdo do método sdo apresentados na Tabela 7. A
recuperacdo do padrdo de OTA em matriz de améndoas de cacau e chocolate
foram realizados em 3 niveis de fortificacdo (1,74; 4,36 e 10,89 ug kg'). A
recuperacdo nos niveis 1,74, 4,36 e 10,89 ug kg™' de contaminagdo por OTA em
amostras de améndoas de cacau (95%, 84% e 88%, respectivamente) e no
chocolate (97%, 94% e 86%, respectivamente) e o coeficiente de variagao (CV)
para améndoas de cacau (15%) e chocolates (13%) apresentaram valores dentro
das faixas recomendadas pela AOAC (2012) e pelo Regulamento EC 401/2006
(2006) para recuperacao (entre 60% e 115% e entre 70% e 110%, respectivamente)
e CV (30%) para niveis entre 1 e 10 ug kg™'. Os valores obtidos estiveram dentro

da faixa de recuperacao para niveis entre 1 e 10 ug kg™' de 70% e 110%.
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O limite de detecgdo (LOD) obtido foi 0,04 pg kg tanto para améndoa
quanto para chocolates, similar aos resultados obtidos por Copetti ef al., 2010 e
2012 de 0,01 pug kg' para améndoas e chocolates, respectivamente. A curva
analitica obtida para a quantificacdo de OTA usando o método por CLAE com
deteccao por fluorescéncia obteve o coeficiente de correlacao (r) maior que 0,9999.
No cromatograma com os picos e tempo de retencao gerados a partir da injecéo do
padrao de OTA e amostras de améndoa e chocolate contaminados com OTA
(Figura 12) foi observado boa separacao entre os picos do padrdao de OTA e dos
picos da matriz das amostras de chocolate “Bean to Bar” e améndoa de cacau,
dentro da faixa de tempo (entre 0 e 11 min) do cromatograma.

Tabela 7. Resultados dos ensaios de recuperagao (n=3); limite de deteccdo (LOD) e
precisdo (CV = coeficiente de variagdo) do método para ocratoxina A (ug kg™') em cacau e
chocolate.

Parametro Améndoas Chocolate
1,7 ug kg'! 97+4 95+0,8
Recuperagdo 4,3 ug kg™ 94+7 84+3
10,8 ug kg™ 86+3 88+14
r 0,9999 0,9999
LOD (ug kg™ 0,04 0,04
LOD (ug kg™ 0,1 0,1
CV (%) 15 13

i ; i fi [} i

Figura 12. Cromatogramas obtido apés a injecdo de 10,8 ug kg-' de padrao de ocratoxina A
(verde), e 4,3 ug kg'' em amostras de améndoas (laranja) e em chocolates “Bean-to-bar”
(vermelho).
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3.2 Determinacao de ocratoxina A em améndoas de cacau e chocolate nas
amostras obtidas durante o processamento

Foi realizado um estudo durante as etapas de processamento de améndoas
de cacau, destinada a producédo de chocolate “Bean to Bar”, em uma fazenda
produtora localizada em Arataca-BA. Este estudo foi desenvolvido durante 6 dias
na etapa de fermentagdo até a etapa de secagem das améndoas. A OTA foi
detectada somente em uma amostra de améndoas de cacau da etapa de secagem
e obteve a concentragéo de 1,17 ug kg'.

Estudos semelhantes foram realizados por outros autores. Dano et al., 2013
relataram médias menores de OTA de 0,27 ug kg' em 29 de 51 amostras da etapa
de fermentagdo de améndoas de cacau e 0,57 pug kg' em améndoas de cacau
secas das regides central, oeste e sudeste da Costa do Marfim. Kedjebo et al.,
(2016) relataram maiores médias de OTA em amostras de améndoas de cacau de
4 (3,63 pug kg') e 7 (2,21 ug kg) dias de fermentagdo, e em améndoas secas de
trés formas diferentes: com uso de peneiras (3,01 pg kg™'), chdo de concreto (3,16
ug kg) e piso preto encerado (2,58 pg kg'), esse estudo ocorreu na regiéo de
Akoupé na Costa do Marfim. Champion-Martinez et al., (2021) estudaram o
processamento pos-colheita de améndoas de cacau em duas fazendas no México,
em uma delas, a média da OTA foi maior em sementes de cacau (22,2 ug kg™,
devido a associacdo da presenca de A. carbonarius, principal espécie
ocratoxigénica, e ao uso de vagens danificadas. Na etapa de fermentagcdo das
améndoas de cacau a OTA foi encontrada em menores niveis (3,9 e 4,4 ug kg™'),
do que no armazenamento (304,6 e 11,3 ug kg'), devido a presenga de bactérias
e leveduras que inibem o desenvolvimento de fungos ocratoxigénicos durante a
fermentacao, e com a diminuigdo da atividade de 4gua (Aw) na etapa de secagem,
restringe o desenvolvimento da microbiota competitiva mas néo o suficiente para o
desenvolvimento de fungos toxigénicos, que durante o armazenamento por

periodos prolongados podem produzir niveis elevados de OTA.
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3.3 Determinacao de ocratoxina A em améndoas de cacau e chocolate obtidas
no e-commerce

Os resultados obtidos para a ocratoxina A (média e intervalo de
concentracdo) em amostras de améndoas de cacau procedentes de municipios do
AM, BA, ES e PA sao apresentados na Tabela 8. Para as amostras de améndoas
de cacau a OTA foi detectada em 13 amostras, correspondendo a 30% do total das
estudadas, e estas amostras foram procedentes das regides da BA (69%) e AM
(31%).

Na regido da BA foram encontrados os maiores teores de ocratoxina A em
2 amostras com concentracdes de 1,17 e 1,19 ug kg'. Todas as amostras de
améndoas de cacau estavam contaminadas por OTA, sendo 0s maiores niveis
encontrados nas amostras procedentes de Arataca (média 1,16 pug kg') e os
menores teores em Porto Seguro-BA (média de 0,33 ug kg™').

Neste estudo, a maior concentracdo de OTA foi encontrada na etapa de
secagem (1,17 ug kg'), considerada uma etapa critica para o desenvolvimento de
espécies toxigénicas devido a diminuicdo da atividade de agua (Aw), o que
restringe o crescimento de bactérias e leveduras que competem com fungos
toxigénicos. Copetti et al. (2010) analisaram OTA em 222 amostras de améndoas
de cacau durante as etapas do processamento pés-colheita, e maiores
concentragcdes foram encontradas em uma amostra da etapa de secagem (5,54 ug
kg') e uma do armazenamento (4,64 ug kg'). Champion-Martinez et al. (2021)
encontraram niveis de OTA entre 1,5 e 304,6 pg kg' em 28 amostras de améndoas
de cacau coletadas durante as etapas de secagem e armazenamento na regiao de
Cérdenas-Tabasco, no México. No estudo de Pires et al. (2019), foram encontrados
valores médios de 0,67 ug kg™' em 17 (25%) de 69 amostras de améndoas de cacau
secas provenientes da Bahia. Calderdn et al. (2023) encontraram concentracoes
de OTA entre 2,32 e 4,77 ug kg™' em 22 amostras de améndoas de cacau do Chile.
Kulahi e Kabak (2020) relataram niveis entre 0,22 e 1,08 ug kg' em 25 amostras
de améndoas de cacau da Turquia.

Os resultados da contaminacdo por OTA em améndoas de cacau
provenientes de 11 cidades das regides da Amazébnia, Bahia, Espirito Santo e Para
estao representados na Tabela 8. As amostras de améndoas de cacau das cidades
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das regides do Espirito Santo (Linhares), Para (Mocajuba e Novo Repartimento) e
Amazénia (Nova Olinda) ndo apresentaram contaminacgao por OTA.

Tabela 8. Média e intervalo de concentracdo (ug kg') de OTA em améndoas de cacau de
municipios das regides da Amazénia (AM), Bahia (BA), Espirito Santo (ES) e Para (PA).

RUIRLe RUIRLe Média (intervalo)
Municipio Regiao total amostras (Mg kg)
amostras positivas
Borba AM 2 1 0,25 (<0,04 - 0,50)
Manicoré AM 5 3 0,30 (<0,04 - 0,64)
Nova Olinda AM 1 0 <0,04
ltabuna BA 2 2 0,58 (0,23 - 0,93)
Arataca BA 14 2 1,16 (<0,04 - 1,17)
Ibirapitanga BA 2 2 0,76 (0,34 -1,19)
ltajuipe BA 1 1 0,91
Porto Seguro BA 2 1 0,33 (<0,04 - 0,66)
Linhares ES 2 0 <0,04
Mocajuba PA 8 0 <0,04
Novo Repartimento PA 1 0 <0,04

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados obtidos para ocratoxina em
amostras de améndoas de cacau e em chocolates distribuidas por regido. A OTA
foi detectada em treze amostras de améndoas e doze de chocolates,
correspondendo a 30% e 18% do total de amostras estudadas, respectivamente.
Em amostras da regido da BA (n=32), a OTA foi detectado em 6 amostras (46%)
com valor médio de 0,76 ug kg e maior valor em amostra da cidade de Arataca
(1,17 ug kg''); do ES (n=12), sendo detectada em 3 amostras (23%); do AM (n=10),
sendo em 2 amostras (15%) e no PA em apenas 1 amostra.
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Tabela 9. Média e intervalo de concentragdo (ug kg') de OTA em améndoas de cacau
(n=43) e chocolate (n=62) das regides da Amazénia, Bahia, Espirito Santo e Para.

Ameéndoas de cacau

Regiéio Numero total Numero amostras Média (intervalo)
amostras positivas (ng kg
AM 8 4 0,50 (<0,04 - 0,64)
BA 23 8 0,76 (<0,04 - 1,17)
ES 2 0 <0,04
PA 10 0 <0,04
Chocolates “Bean to Bar”
Regiéio Numero total Numero amostras Média (intervalo)
amostras positivas (ng kg
AM 9 2 0,50 (<0,04 - 0,16)
AP 1 0 <0,04
BA 34 6 0,01 (<0,04 - 1,11)
ES 12 3 0,11 (<0,04 - 0,48)
PA 4 1 0,06 (<0,04 - 0,24)
RO 2 0 <0,04

A média de OTA em amostras de chocolate “Bean to Bar”também foi maior
em amostras da regiao da BA (0,50 pg kg™') do que no ES (0,36 ug kg'') e AM (0,18
ug kg). Niveis de OTA em chocolates “Bean to Bar”ainda nao foram relatados na
literatura, contudo, os teores de OTA obtidos para as amostras estudadas, estao
préximas as do estudo de Copetti et al., (2012), que variou de 0,03 a 0,39 ug kg’
para diversos produtos derivados de améndoas de cacau, como amostras de cacau
em pd, manteiga de cacau, chocolates convencionais branco, ao leite e preto.

Os niveis de OTA encontrados nas amostras analisadas de améndoas de
cacau e chocolate nao ultrapassaram os limites maximos tolerados de OTA
propostos pela Instrugdo Normativa — IN n? 160 de 10 pg kg™' para améndoas de
cacau e 5 ug kg™ para chocolates (BRASIL, 2022).
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Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados obtidos de OTA nos diferentes
tipos de chocolates “Bean to Bar” estudados: branco, ao leite, meio amargo e
amargo. Os maiores niveis de OTA foram obtidos nas amostras de chocolates meio
amargo e amargo, indicando que quanto maior o teor de sélidos de cacau nos
chocolates maior é o teor de OTA, que pode estar relacionado as falhas de
producdo nas etapas de pés-colheita do cacau. Alguns estudos relataram a
producédo de OTA pelos fungos dos géneros Aspergilus e Penicilium durante as
etapas de fermentacao, secagem e armazenamento (Kedjebo et al. 2015; Copetti
et al. 2010 e 2012; Champion-Martinez et al. 2021). No trabalho de Copetti et al.,
(2012) foram obtidas maiores concentragdes de OTA em chocolate em p6 (0,92 ug
kg™), chocolate preto (0,87 ug kg') e manteiga de cacau (0,60 ug kg™).

Tabela 10. Ocratoxina A em amostras de chocolates “Bean to Bar” branco, ao leite, meio

amargo e amargo.

L Numero Numero L
Sdlidos de Média
Tipo total amostras .
cacau (%) N (intervalo, pug kg™)
amostras positivas

Branco 0 2 0 <0,04
Ao leite 40-50 13 4 0,06 (<0,04 - 0,43)
Meio amargo 50-70 16 2 0,09 (<0,04 - 1,11)
Amargo 70700 32 8 0,08 (<0,04 - 0,58)

3.4 Avaliacao da estimativa de exposicao a ocratoxina A pelo consumo de
chocolate “Bean to Bar”

Os resultados calculados para a estimativa de exposicdo a OTA séao
apresentados na Tabela 11. Para o calculo foi considerado o maior valor
encontrado de ocratoxina A para uma amostra da regido da Bahia (1,1 pug kg™ ou
1100 ng kg™"). Como ainda n&o estéo disponiveis na literatura os dados de consumo
de chocolate “Bean to Bar”, a estimativa de exposicao e de ingestao de ocratoxina
foi calculada considerando o maior consumo médio anual de chocolate amargo
convencional do Brasil, da grande Sao Paulo que € de 5,75 kg (média de 15,75 g
dia e 110,25 g semana); individuos adultos com 60 kg de peso corporal e criancas
com 15 kg (MDCI, 2018). O resultado da estimativa de ingestdo de OTA foi
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comparado a PTWI de 120 ng kg™ pc (EU, 2006); e a PTWI de 100 ng kg™ (0,1 pg
kg™ pc) (CAC 2022).

Tabela 11. Resultados obtidos a partir do célculo da estimativa de ingestao de ocratoxina
A em chocolates “Bean to Bar” considerando o maior nivel encontrado nas amostras
estudadas (1100 ng kg™') e o consumo de 110,25 g (semanal) de chocolate por adultos (60
kg) e criangas (15 kg).

Adulto (60 kg) Criancas (15 kg)
) Estimativa Estimativa
. Origem )
Agéncia Ocratoxina A  Ingestéo Ingestao
chocolate ] % PTWI % PTWI

(ng kg™) Semanal Semanal

(ng kg™ (ng kg™)
EFSA Bahia 1100 14,15 14 56,60 47
JECFA Bahia 1100 14,15 12 56,60 57

PTWI (Provisory Tolerable Week Intake) = 120 ng kg'1 (EFSA, 2006); 100 ng kg'1 (JECFA, 2001).

A maior concentracdo obtida de OTA foi de 1,1 ug kg™ (1100 ng kg') e foi
encontrada em amostra de chocolate “Bean to Bar’ meio amargo e preto, da regiao
da Bahia. A partir do célculo da estimativa de ingestdo semanal para OTA foi
possivel verificar que a ingestdo semanal de OTA, considerando apenas 0 consumo
de chocolates “Bean to Bar”, apresenta uma contribuicdo para a ingestao semanal
toleravel proviséria para adultos de 12 - 14 % (EFSA e JECFA), enquanto para
criancas de 47 - 57% (EFSA e JECFA).

4. Conclusoes

O método utilizando coluna de imunoafinidade e CLAE com deteccao por
fluorescéncia para determinacdo de ocratoxina A em améndoas de cacau e
chocolate “Bean to Bar” foi validado e apresentou resultados satisfatérios para o
estudo da ocratoxina A nas amostras de améndoas de cacau e em chocolates. Os
valores de recuperacao obtidos variaram de 84% e 97%; limite de deteccao de 0,04
ug kg'; limite de quantificacdo de 0,1 pug kg' e precisdo de 15% e 13%,

respectivamente.
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Os resultados deste estudo mostraram que as maiores concentracdes de
ocratoxina A foram encontrados em amostras de améndoas de cacau e de
chocolates “Bean to Bar” procedentes da regidao da Bahia. Todas as amostras
analisadas tanto para améndoas como no chocolate “Bean to Bar”, nao
ultrapassaram o limite maximo estabelecido pela legislacédo brasileira de 10 e 5 ug
kg'!, respectivamente. A estimativa de ingestdo apresentou niveis seguros abaixo
do PTWI. Os niveis baixos para OTA em améndoas de cacau destinadas a
producgéo de chocolate “Bean to Bar” sao esperados, ja que no processamento das
améndoas ha um controle mais rigido durante as etapas (colheita, fermentacao,
secagem e armazenamento) se comparado com o processamento das améndoas
destinadas ao chocolate convencional, além de ser cuidadosamente separadas das
améndoas com sinais de injurias e defeitos de tamanho e achatamento. No entanto,
o monitoramento durante o processamento pds-colheita das améndoas de cacau é

imprescindivel.
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CONCLUSAO GERAL

Os métodos para determinacao dos elementos traco As, Cd, Cu e Pb em

e

améndoas por ICP OES; As, Cd, Co, Cu, Hg, Pb e Se em chocolates “Bean to Bar
por ICP-MS e ocratoxina A em améndoas de cacau e em chocolates “Bean to Bar”
por HPLC-FLD com deteccao por fluorescéncia, mostraram-se eficazes,
apresentando valores satisfatorios na validacao para recuperacao (entre 84% e

105%) e coeficiente de variacao (<14% para elementos trago e <15% para OTA).

Nao foram encontrados niveis elevados de As, Hg e Pb em amostras de
améndoas de cacau e chocolates “Bean fo Bar”. Para Cd foram encontrados teores
que ultrapassaram os limites maximos das legislacdes brasileiras e europeia (0,3 e
0,6 mg kg™, respectivamente) para améndoas e para chocolates (0,4 mg kg™),
principalmente nas amostras procedentes da regiao da Amazdnia. Os teores dos
elementos traco e de ocratoxina A sdo mais elevados em améndoas, indicando que
ocorre uma diminuicdo durante o processamento até a obtencdo do chocolate.
Considerando as amostras de chocolate “Bean to Bar” com maiores teores de
cadmio (0,74 mg kg'*) e de Co (1,88 mg kg™') encontrados neste estudo, o0 consumo
superior a 15,75 g diario pode atingir 94% da PTMI para Cd e 123% para Co, para
criangas. Estes resultados indicam que um consumo elevado de chocolate por

criangas pode representar um risco.

Durante o pré-processamento das améndoas de cacau destinadas a
producédo de chocolates “Bean to Bar”, a ocratoxina A pode ser produzida tanto
durante a etapa de secagem quanto de armazenamento. No entanto, é importante
destacar que os niveis encontrados foram considerados seguros para 0 consumo.
Ainda assim, é recomendado manter um controle rotineiro dos parametros que

influenciam o crescimento dos microrganismos produtores dessa toxina.
Devido a escassez de dados disponiveis sobre 0os contaminantes presentes

nas améndoas de cacau, é fundamental que os fabricantes de chocolate “Bean to
Bar” fagam a escolha criteriosa da origem das améndoas. Dessa forma, poderao
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atender as exigéncias de niveis seguros de contaminantes, visando garantir a

seguranca alimentar da populacéo.
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