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RESUMO

Os chocolates e alimentos com cacau sao consumidos principalmente pelas suas
caracteristicas sensoriais e beneficios a salde, como presenca de minerais
essenciais, proteinas, metilxantinas e compostos fendlicos. Contudo, estudos
indicam que pode haver a contaminacéo do cacau e seus produtos pela presenca
de contaminantes inorganicos. Estes contaminantes podem ser incorporados ao
cacau ja no cultivo por meio da composicdo geoquimica e intemperismo ou
atividade vulcanica por via atmosférica e através de praticas agricolas, uso de
aguas residuais contaminadas e atividades pos colheita. Uma vez que o consumo
de cacau e de seus derivados vem crescendo, tanto no Brasil como no mundo, s&o
necessarias avaliacdes quanto a sua qualidade para garantir a seguranca aos
consumidores. Desta maneira, este estudo teve como objetivo avaliar a presenca
dos contaminantes inorganicos, cadmio e chumbo, em améndoas de cacau
procedentes das principais regides produtoras do mundo (Brasil, Africa e Equador)
e em produtos derivados do processamento (liquor, pé e manteiga de cacau). A
determinacdo de cadmio e chumbo foi realizada utilizando a técnica de
espectrometria de emisséo 6tica com fonte de plasma com acoplamento indutivo
(ICP OES). Foram avaliados dois procedimentos de preparo de amostras, a
digestdo acida assistida por micro-ondas e a decomposicao por via seca, sendo
posteriormente validado o método escolhido. Os limites de deteccédo e quantificacdo
para Cd e Pb foram de 0,5 e 1,5 ug kg? e 7,0 e 22 ug kg, respectivamente. O
estudo avaliou 90 amostras de améndoas de cacau e o intervalo de concentracdo
encontrado para Cd foi <0,0015-1,598 mg kg e para Pb foi <0,022-2,528 mg kg™.
Os resultados indicam ocorréncia de niveis superiores aos limites maximos das

legislacbes do Brasil e do MERCOSUL em 8% (Cd) e 66% (Pb) das amostras



analisadas. Os derivados obtidos no processamento das améndoas de cacau
apresentaram niveis de Cd entre <0,0015-0,118 mg kg e Pb entre <0,022-0,136
mg kg*. Elevados teores de Pb foram encontrados em améndoas de cacau do
Brasil e de Cd em améndoas do Equador. Foi observada uma tendéncia do Cd e
Pb em permanecer nas fracfes nao lipidicas da améndoa (p6 de cacau). A PTMI
foi ultrapassada e a ingestdo de chocolate produzido a partir de améndoas
contaminadas pode contribuir para exposicdo dos consumidores aos
contaminantes inorganicos, sobretudo para o publico infantil. A fabricacdo de
produtos de cacau a partir de améndoas de diferentes regides (blends) pode ser
uma alternativa na reducdo dos niveis desses contaminantes no produto final

destinado ao consumo.

Palavras-chave: Contaminantes inorganicos; produtos de cacau, ICP OES
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ABSTRACT

Chocolates and foods with cocoa are consumed mainly for their sensory
characteristics and health benefits, such as the presence of essential minerals,
proteins, methylxanthines and phenolic compounds. However, studies indicate that
there may be contamination of cocoa and its products by the presence of inorganic
contaminants. These contaminants can be incorporated into cocoa during
cultivation through geochemical composition and environmental or volcanic activity
through the atmosphere and through agricultural practices, use of contaminated
wastewater and post-harvest activities. Since the consumption of cocoa and its
derivatives has been growing, both in Brazil and in the world, quality evaluations are
necessary to ensure consumers safety. Thus, the aim of this study was to evaluate
the presence of inorganic contaminants, cadmium and lead, in cocoa beans from
the main producing regions of the world (Brazil, Africa and Ecuador) and in products
derived from processing (liquor, powder and cocoa butter). The technique used to
determine cadmium and lead was inductively coupled plasma source atomic
emission spectrometry (ICP OES) with evaluation of two sample preparation
procedures, microwave and dry system, followed by validation of the method. The
limits of detection and quantitation for Cd and Pb were 0.5 and 1.5 pg kg and 7.0
and 22 ug kg?, respectively. The study evaluated 90 cocoa beans samples and the
concentration range detected for Cd was <0.0015-1.598 mg kg and for Pb was
<0.022-2.528 mg kg?. The results indicate the occurrence of levels above the
maximum limits of Brazilian and MERCOSUL regulations in 8% (Cd) and 66% (Pb)
of the analyzed samples. The derivatives obtained in the processing of cocoa beans
presented Cd levels between <0.0015-0.118 mg kg and Pb between <0.022-0.136
mg kg. High levels of Pb were found in cocoa beans from Brazil and Cd in cocoa
beans from Ecuador. A tendency was observed for the inorganic contaminant to
remain in the non-lipid fractions of the cocoa beans processed (cocoa powder).
PTMI has been exceeded and the intake of chocolate produced from contaminated
beans can contribute to consumer exposure to inorganic contaminants, especially
for children. The manufacture of cocoa products from beans of different regions
(blends) can be an alternative in reducing the levels of these contaminants in the

final product intended for consumption.
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INTRODUCAO

O cacau € um fruto popular e a partir de suas sementes obtém-se um dos
alimentos mais conhecidos e apreciados no mundo todo, o chocolate. O seu sabor
é condicionado a atributos genéticos, a variedade do cacaueiro e por modificacdes
que ocorrem durante o seu beneficiamento (SCHMIDT et al., 2015). A Costa do
Marfim € o maior produtor mundial de améndoas de cacau com producéo anual de
1,9 mil toneladas de améndoas, seguido por Gana, com 905 mil toneladas anuais
(ICCO, 2019). O Brasil encontra-se entre os maiores produtores de cacau no
mundo (6° lugar) e no ano de 2018 alcancou safra de 255 mil toneladas (IBGE,
2019).

Os produtos com alto teor de cacau caracterizam-se por possuir compostos
benéficos a saude, como os polifendis que atuam na prevencdo de reacles
oxidativas e de formacéao de radicais livres, bem como na protecao contra danos ao
DNA celular. A epicatequina e a catequina sao exemplos de componentes do cacau
associado aos efeitos benéficos a saude. Suas propriedades anti-inflamatorias,
anticarcinogénicas, antitromboticas, antimicrobianas, analgésicas e
vasodilatadoras foram reportadas em estudos cientificos (EFRAIM et al., 2011;
SCHROETER et al., 2006). Além do mais, as améndoas de cacau contém varios
minerais e suas sementes podem ser uma fonte importante de elementos
essenciais, como Ca, Fe, K, Mg, Mn e Zn (PEIXOTO et al., 2012). Contudo, estudos
recentes indicam que pode ocorrer a presenca de elementos potencialmente
téxicos, como os contaminantes inorganicos Cd, Pb, As e Ni (VILLA, et al., 2015;
LO DICO et al., 2018).

A demanda mundial de cacau e a busca pela qualidade dos produtos
aumentam a cada ano. No Brasil, a Resolucédo RDC n° 42, dispde sobre os limites
maximos de contaminantes inorganicos em alimentos (BRASIL, 2013) e a Uniéo
Europeia estabeleceu limite maximo para a Cd em cacau e produtos de chocolate
no Regulamento (EU) n°® 488/2014 (EU, 2014). Informacdes referentes a presenca
de contaminantes inorganicos em produtos de cacau sao escassas, sobretudo os

produzidos no Brasil.



A presenca dos contaminantes em cacau esta fortemente relacionada a
fatores ambientais da regido onde é cultivado, sendo importante a realizacéo de
estudos sobre a ocorréncia de Cd e Pb em améndoas de cacau procedentes das
principais regides produtoras, de forma a garantir a saude publica e a oferta de
produtos seguros ao consumidor. Estes dados podem ser utilizados na avaliacédo
da exposicdo a esses contaminantes, de modo que medidas prioritarias em
gerenciamento de risco possam ser tomadas em ambito nacional durante o controle
de qualidade de produtos destinados ao consumo humano.

No presente trabalho foram estudados os contaminantes Cd e Pb em
améndoas de cacau e em produtos derivados do seu processamento (liquor, pé de
cacau e manteiga de cacau). As amostras de améndoas de cacau foram
procedentes das principais regides de producédo mundial: Brasil, Africa e Equador.
Para as amostras do Brasil foram adquiridas améndoas das seguintes regides:
Rondbénia, Bahia, Espirito Santo e Para. A partir dos resultados obtidos foram
realizados calculos para a avaliagdo da estimativa de exposi¢cdo associada ao
consumo de produtos de cacau com a presenca dos contaminantes inorganicos Cd
e Pb.

O capitulo 1 apresenta uma revisdo bibliografica sobre cacau e
contaminantes inorganicos e no capitulo 2 é apresentado o manuscrito a ser

submetido para publicacdo no periédico Food Control.
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

Este trabalho teve como objetivo a determinacdo de cadmio e chumbo em
améndoas de cacau procedentes do Brasil (Rondbnia, Bahia, Par4 e Espirito
Santo), da Africa (Costa do Marfim) e do Equador e em produtos derivados do seu
processamento (liquor, pé de cacau e manteiga de cacau) utilizando a técnica de

espectrometria de emisséo 6tica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar dois procedimentos de preparo de amostras para a determinacao de
Cd e Pb em améndoas de cacau: a digestdo acida em sistema fechado
assistida por micro-ondas (via imida) e decomposicao por via seca,;

o Realizar a validagdo do método escolhido avaliando as figuras de mérito,
linearidade, limites de deteccéo e quantificacdo, precisdo e exatidao;

o Avaliar a ocorréncia de Cd e Pb em améndoas de cacau procedentes do
Brasil, Africa e Equador;

o Avaliar os niveis destes contaminantes nos produtos derivados obtidos apos
o processamento (liquor, p6 e manteiga de cacau);

o Comparar os resultados obtidos para Cd e Pb com os limites estabelecidos
pelas legislacdes vigentes;

o Calcular a estimativa de exposicédo aos contaminantes Cd e Pb pela ingestéo

de chocolate por criancas e adultos.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



1. CACAU
1.1  Origem, producédo e mercado

O cacaueiro € nativo da floresta tropical da América do Sul e foi encontrado
inicialmente nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco. Na historia ha relatos dos
frutos de cacau como parte da cultura indigena entre Astecas (México) e Maias
(América Central). O Brasil registrou oficialmente o cultivo do cacau no ano de 1679
por meio da Carta Régia que autorizava a plantacéo em terras pelos colonizadores
(CEPLAC, entre 2005-2020%; SILVA NETO et al., 2001).

O cacaueiro ocorre naturalmente entre diferentes arvores o que possibilita a
producdo agricola com cultivo agroflorestal, contudo o cultivo intensivo (pleno sol)
também ocorre. Segundo o Ministério do Meio Ambiente, os projetos agroflorestais
sao realizados por meio de acdes de regeneracdo e recuperacdo florestal, no
mesmo campo agricola da restauracdo ou em area da propriedade (MMA, 2011).
No sul da Bahia, a producédo de cacau empregando o Sistema Agroflorestal (SAF)
se relaciona com a preservacdo de matas e a conservacao de espécies da regiao,
possivelmente pelo uso da terra em tradicionais areas de cultivo do cacau
sombreado (FARIA et al., 2006).

Alternativas tem sido estudadas para proporcionar aos produtores de cacau
0s ganhos econémicos em fungcdo dos servicos ecoldgicos existentes em uma
producdo em SAF, ou seja, o desenvolvimento de um instrumento com objetivo de
proteger e manejar com sustentabilidade florestas tropicais e que gerem uma fonte
alternativa de renda entre os produtores cacaueiros. Uma vez que florestas estdo
em efeito de pressdo por desmatamento e degradacdo, a0 mesmo tempo que
populacdes rurais estéo ali presentes (MMA, 2011). Segundo estudo com producao
no Para (Xingu) em SAF de cacau, a avaliagdo das relagbes entre a biomassa,
carbono e produtividade podem oferecer o beneficio como o servi¢co ecoldgico de
estoque de carbono. Ainda, o SAF de cacau sombreado potencialmente pode
sequestrar mais carbono que a pleno sol, pois permitem, por exemplo, a
permanéncia de arvores de grande porte no sistema (BONAMICO, 2017).

As principais areas de producéo de cacau compreendem o oeste da Africa,
o sudeste da Asia e a América do Sul (BECKETT, 2008). A Costa do Marfim é o

maior produtor de améndoas de cacau do mundo, com estimativa de producdo em



2017/2018 de 1964 mil toneladas seguido por Gana. Nesse sentido, a Africa
ofereceu entre 2017/2018 o equivalente a 75% da oferta mundial de améndoas. A
América, contemplando Brasil e Equador, representaram 18% da producdo anual
global estimados no mesmo periodo (ICCO, 2019).

O cacau € um fruto de impacto econémico, constituindo um importante nicho
para exportacao agricola, sendo que tém significativa contribuicdo para o Produto
Interno Bruto (PIB) nas regides da Costa do Marfim, Nigéria e Camardes. Por outro
lado, os paises que mais importam e realizam o processamento das améndoas de
cacau estdo na Europa (Alemanha e Holanda) e representaram 37% da aquisi¢ao
e moagem na estimativa 2017/2018 (ICCO, 2019; KONGOR, 2017; ANANG et al.,
2013). O Brasil importou em 2018 cerca de 62 mil toneladas de améndoas de cacau
de paises do continente africano, indicando o potencial da industria nacional em
processamento para obtencdo de derivados e necessidade de aquisicdo de
améndoas de cacau (AIPC, 2019).

O Brasil encontra-se entre os maiores paises produtores de cacau. Dados
indicam que em 2018 a safra foi de 255 mil toneladas, com rendimento médio de
435 quilos de cacau por hectare. Analisando-se o contexto nacional em 2018 para
a producédo de cacau em améndoas, verifica-se que as maiores regides produtoras
séo o Nordeste e o Norte. Em 2018, a Bahia foi o maior estado produtor com
rendimento de 123 mil toneladas, seguido do Para (116 mil toneladas) e o Espirito
Santo (10 mil toneladas) (IBGE, 2019).

A Bahia permanece entre os estados de maior producdo nacional de
améndoas de cacau, conforme a Figura 1, mesmo tendo como realidade no campo
as doencas agricolas, como o fungo conhecido por vassoura-de-bruxa
(Moniliophthora perniciosa), a falta de chuvas e prec¢o baixo. O estado alcancou a
recuperacdo de producdo e maior produtividade por hectare em iniciativas de
tecnologia genética, préaticas agricolas e producdo com marcas de chocolates de
origem. No entanto, o Brasil comprou em 2018 entre 86 mil toneladas de chocolate
(Suico) e 36 mil toneladas de derivados de cacau da Indonésia, Holanda e Costa
do Marfim. O pais ainda exportou 616 toneladas de améndoas de cacau produzida
no mesmo periodo, principalmente para o Japado, Franca e Suica (IBGE, 2019;
AIPC, 2019).



Segundo a Resolucédo RDC n° 264, de 22 de setembro de 2005 o chocolate
no Brasil € definido como o produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau
(Theobroma cacao L.), massa (ou pasta ou liquor) de cacau, cacau em pd e ou
manteiga de cacau, com outros ingredientes, contendo, no minimo, 25 % (g/100 g)
de sélidos totais de cacau (ANVISA, 2005).

PRODUGCAO DE CACAU (em mil Toneladas)
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Figura 1. Produg@o de cacau entre os anos de 1974 a 2019.
Fonte: MAPA (2019).

1.2  Cultivo e variedades

O cacaueiro Theobroma cacao L. pertence a classe Magnoliopsida, ordem
Malvales, familia Malvaceae, género Theobroma L. e espécie cacao, sendo o
principal fruto do género cultivado, devido ao valor e importancia das sementes
(LOPES et al., 2008; SILVA NETO et al., 2001).

O cacau foi mencionado pela primeira vez na botanica por Charles de
L’Ecluse que o descreveu com o nome de Cacao fructus, no inicio do século XVII.
Em 1737 foi classificado por Carolus Linneu como Theobroma fructus e por fim,
alterado em 1753, como é conhecido hoje, Theobroma cacao L. (SOUZA et al.,
2018).



Os principais cultivos comerciais de cacau no mundo encontram-se entre
20°N e 20°S da linha do Equador em regides ambientais adequadas ao manejo. Os
cacaueiros sao seletivos quanto ao local de crescimento, incluindo o tipo de solo
que preferem. No Brasil, os principais estados produtores de cacau estédo
localizados em uma ampla faixa de latitude, o que confere atributos Unicos entre os
paises produtores de cacau no mundo (SCHMIDT et al., 2015). Contudo, os cultivos
de cacau ocorrem em um cinturdo verde (Figura 2) onde as duas principais regioes
para a industria cacaueira (Africa Ocidental e Amazonia) estdo em situacdo de risco
ambiental (MONFREDA et al., 2008).

e At >

Legenda:

[ ] Produgdo de cacau.

Figura 2. Distribuic&o global do cacau.
Fonte: adaptado de Monfreda et al. (2008).

O cacaueiro € uma planta perene de ciclo produtivo maior que 100 anos, no
entanto, o ciclo produtivo ideal é de 35 anos, com rendimento econdmico apds seis
anos do plantio (SUFRAMA, 2003). A produtividade esperada a partir do sétimo ano
€ de 1200 a 1500 quilos de cacau por hectare (CEPLAC, entre 2005-20202).

Ha dois métodos tradicionais de plantio para o cacau: pleno sol e cultivo
agroflorestal. O método sob o sol apresenta menor vida util ao cacaueiro, sendo
mais comum no Brasil nos estados do Para e Espirito Santo. O método cabruca é
uma forma de cultivo em SAF comum na Bahia, onde o cacaueiro fica a sombra de
arvores de maior porte. Este sistema apresenta maior tempo de vida para o
cacaueiro (MULLER &GAMA-RODRIGUES et al., 2012).



Em Sistema Agroflorestal o cultivar apresenta importancia ambiental para a
protecdo contra erosdo e degradacao dos solos, conservacdo de remanescentes
florestais e conservacao de espécies arbdreas de valor ecoldgico, ou seja, protecéo
e alimentacao a fauna, as espécies endémicas e as espécies em extincdo. Ainda,
o cacau tem importancia na conservagdo de nascentes e cursos d’agua,
substituicdo das matas ciliares, o que promove o funcionamento por protecao e
atuac&o de corredores ecoldgicos interligando fragmentos florestais (LOBAO, 2004;
SCHROTH et al., 2004).

O cacaueiro necessita de solo com particulas grossas com boa retencédo de
agua, drenagem e com guantidade razoavel de nutrientes, a cerca de uma
profundidade de 1,5 metros para o seu desenvolvimento radicular (Figura 3).
Quanto ao pH, este pode variar de 5,0 a 7,0. Sabe-se que o0 pH € critico na
solubilidade de minerais e nutrientes, portanto € um indicador para parametros do
solo (OLOLADE et al., 2010).

Pequenas raizes

Raizes profundas

" i
= A *’, )

-

Figura 3: Raizes em cacaueiro.
Fonte: Adaptado de FAO (1984).

Solos tropicais e subtropicais precisam da matéria organica para a
manutencdo da sustentabilidade, pois o seu incremento permite o ganho na
fertilidade, aumento da capacidade de troca de cations, melhoria nas caracteristicas
quimicas, fisicas e biologicas. Para as culturas de cacau € indicado que os
primeiros 15 centimetros de solo contenham matéria organica, o que inclui os restos

de plantas, animais e microrganismos em todos os estagios de decomposicéo. A
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falha entre a adicdo da matéria organica no solo e o processo de decomposicéao,
nao permite que o sistema entre em um novo equilibrio, promovendo a exaustao
do sistema e a degradacao do solo (OLOLADE et al., 2010; BARRETO et al., 2006).

O fruto de cacau apresenta pericarpo de trés partes: o epicarpo, que pode
ser pigmentado, 0 mesocarpo, menos lignificado e o endocarpo, que é carnudo e

nao muito espesso (Figura 4).

Caule

— Epicampo

Mesocarpo
Endocarpo

Sementes

Figura 4. Seccbes longitudinais do fruto de cacau.
Fonte: adaptado de CAC (2013).

Em estagio imaturo do fruto verifica-se coloracdo verde, jA em estagio
maduro, coloracdo amarela. Ainda, outros sédo roxos na fase de desenvolvimento e
laranja no periodo de maturacéo. A quantidade de frutos necessarios para obter 1
kg de cacau comercial é na maioria das vezes de 15 a 31 frutos. A fase de
polinizacdo até o amadurecimento dos frutos pode durar de 140 a 205 dias, média
de 167 dias (SILVA NETO et al., 2001).

Conforme Figura 5, a semente do cacau apresenta forma variada, podendo
ser elipsoide a ovoide, com comprimento de 2 a 3 cm. O embrido da semente
corresponde a dois cotilédones, este de cores que vao do branco ao violeta.
Verifica-se envolta a semente uma polpa branca mucilaginosa que tem um sabor
acido e doce. As sementes sdo muito sensiveis a desidratacdo, em mudancas de

temperatura morrem em um curto tempo (AFOAKWA, 2015).
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Polpa mucilaginosa

Casca ou testa

Endosperma

Lobulos das sementes

Gérmen

Radicula

Figura 5. Sec¢éo longitudinal da semente de cacau.

Fonte: adaptado de CAC (2013).

Ha trés variedades comuns de cacau que sdo produzidas comercialmente:
Criollo e Forastero (Figura 6) e Trinitario, um hibrido. As variedades apresentam
diferengas quanto ao aspecto de vagens, rendimento de sementes, caracteristicas
de sabor e resisténcia a pragas e doencas (AFOAKWA, 2015).

-

T e

—

/

Forastero Criollo

Figura 6. Variedades de cacau.
Fonte: FAO (1984).

O Criollo é o cacau original, descrito como variedade nativa encontrada na
Floresta Amazonica. Atualmente apresenta baixa producdo mundial, sendo

proveniente do norte, sul e centro América. Possui sementes grandes e cotiléedones
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de coloracdo branca ou violeta clara devido a um gene inibidor de antocianina
(FERRAO, 2002; FOWLER, 2008). As antocianinas pertencem ao grupo de
metabdlitos secundéarios vegetais (flavonoides) e sdo pigmentos naturais. As
principais fungdes das antocianinas em vegetais incluem a atragdo de polinizadores
e dispersores e protecdo a tecidos da planta no ciclo de vida (GRIS et al., 2007). O
pH é o fator que mais influéncia na coloracdo das antocianinas, visto que, em
funcéo de sua acidez ou alcalinidade, estas podem apresentar diferentes estruturas
(BORDIGNON et al., 2009).

As améndoas da variedade Criollo quando processadas corretamente
originam chocolates e outros derivados com sabor mais suave, frutado, pouco
amargo e considerado fino. O cacau Criollo é relatado como contendo alta
quantidade de pirazinas (compostos formados pela Reacao de Maillard) e exibe pH
baixo, o que afeta facilmente o perfil do sabor. A variedade Criollo apresenta baixo
rendimento e é suscetivel a doencas, desta maneira € raro o seu cultivo. (ORTIZ
de BERTORELLI et al., 2009; THOMPSON et al., 2007; FERRAO, 2002).

O cacau Forastero, nativo da bacia amazoOnica, compreende a maior
producdo mundial de cacau e é comumente referido como cacau bulk no comércio.
O cacau Forastero é cultivado na Africa Ocidental, particularmente na Costa do
Marfim, Gana, Nigéria e Camardes. As sementes sdo planas, adstringentes e de
cor purpura, devido a maior presenca de antocianinas. Os cacaueiros do Forastero
sdo produtivos e considerados moderadamente resistentes a pragas e doencas
(SALTINI et al., 2013; LIMA et al., 2011; FERRAO, 2002).

O tipo Trinitario é o hibrido das variedades Criollo e Forastero, de ocorréncia
espontanea na natureza. Apresenta de média a baixa producdo mundial, sendo
cultivado na América Central. Nesta variedade os cotilédones das sementes
apresentam coloracao variando de branca a violeta-palida (MOTAMAYOR et al.,
2008; PIRES, 2003).

Os hibridos de cacau conferem, dentre as caracteristicas de cultivar
selecionado, a tolerancia ou resisténcia a doencas de importancia regional além de
adaptabilidade local. O controle de doengas no Equador e em Trinidad na década
de 40 utilizou o clone resistente (variedade SCA 6) e cruzamentos com trinitarios

para incremento do tamanho das sementes (CEPLAC, entre 2005-20202).
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1.3 Pré-processamento

O beneficiamento do cacau destina-se a obtencdo de um produto de
qualidade e inclui as seguintes etapas de pré-processamento das sementes:
colheita, quebra dos frutos, fermentagdo, secagem e armazenamento (Figura 7)
(RUSCONI, et al., 2010; COHEN et al., 2003).

Colheita

Quebra dos Frutos

Fermentacgéo

Secagem

Armazenamento

Figura 7. Etapas de pré-processamento das sementes de cacau.
Fonte: Adaptado de Costa et al. (1973) e CEPLAC (entre 2005-2020V).

Colheita — Os frutos do cacau sao considerados nédo climatéricos, assim &
necessaria a colheita em grau adequado de maturagéo, de maneira a oferecem as
quantidades de acucares desejaveis para o melhor aproveitamento na etapa
fermentativa. A colheita é realizado com faca, facdo ou podéo (SILVA NETO et al.,
2001).
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Quebra dos Frutos — Logo apos a colheita, tem-se a abertura dos frutos e
a separacdo do material interno onde se encontram as sementes de cacau envoltas
por uma polpa mucilaginosa. As sementes juntamente com a polpa passam por um
processo natural de fermentacédo, essencial para a formacao dos precursores de
sabor e aroma em chocolates (SCHMIDT et al., 2015).

Fermentacdo — Para a fermentacdo, as sementes do cacau mole passam
para caixas de madeira, chamadas cochos, instalados em locais cobertos e
protegidos. A fermentagcdo provoca a liquefacdo da polpa, devido a quebra de
acucares e mucilagem pela presenca de leveduras, bactérias naturais e enzimas
(FERRAO, 2002). Desta maneira, na fermentacdo ocorre hidrélise proteolitica e
hidrélise dos acucares presentes. O objetivo da fermentacdo € a eliminacdo da
polpa, a oxidacdo das antocianinas, a diminuicdo da adstringéncia, do amargor e
do teor de alcaloides nas améndoas. Na fermentacdo ha a morte do gérmen e a
semente perde a capacidade de reproducdo (SCHMIDT et al., 2015; ORTIZ de
BERTORELLI et al., 2009).

A fermentacdo apresenta as fases anaerdbica e aerdbica. Na fase
anaerobica os acucares sdo transformados em etanol. Esta etapa ocorre nas
primeiras 24h—-48h da fermentacédo, geralmente no fundo do cocho devido ao
sistema permanecer sem movimentacdo. Nesta fase ocorre desenvolvimento das
leveduras Sacharomyces cerevisiae e Sacharomyces chevalieri. A etapa aerébica
da fermentacdo tem o seu inicio no estagio de revolvimento das sementes no
cocho, onde se incorpora oxigénio ao processo. A fermentacédo aerdbica atinge
temperatura de 45 a 50°C e h& producdo de &cido acético e lactico. Estédo
envolvidos no processo aerdbico os microrganismos: Lactobacillus fermenti,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Streptococus lactis,
Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus bulgaricus (EFRAIM, 2011; SILVA NETO
et al., 2001).

O excesso de polpa nas sementes de cacau durante a fermentacéo leva a
uma alta producéo de acido, o que é prejudicial para o sabor final. Desta maneira,
a reducdo da polpa é importante, alterando o teor de agucar fermentado pela
semente e, com isto provocando menor producdo de &cido na fermentacao
(AFOAKWA & PATTERSON, 2010). O processo de fermentacdo acontece entre 2
e 8 dias, encerrando-se com a etapa seguinte de secagem. A variedade de cacau
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Criollo apresenta fermentacdo mais curta de 3 a 5 dias, ja para a variedade
Forastero tem-se a fermentacéo mais longa, de 5 a 7 dias (FERRAO, 2002; SILVA
NETO et al., 2001).

Alcoois, aldeidos e cetonas s&o 0s principais grupos de compostos
encontrados no cacau cru e no inicio da fermentacéo (1 ou 2 dias); alcoois, ésteres
e acidos, principalmente acido acético, sdo desenvolvidos no meio da fermentacao
(3 a5 dias), e na fermentacdo final, com 6 a 8 dias, verifica-se presenca de acidos,
ésteres e alcoois. O processo de fermentacdo tem maior impacto no perfil de
compostos volateis, comparado a etapa de secagem. As concentracdes de alguns
compostos indesejaveis ocorridos apos 8 dias de fermentacdo sugerem excesso
de fermentacdo, dispensando longos periodos nesta etapa (RODRIGUEZ-
CAMPOS et al., 2011). Por fim, para a fase de fermentacéo, vale destacar a prova
de corte ou cut test, indicador de que a massa foi bem fermentada. Este método
consiste em uma analise subjetiva, relacionando-se o aspecto da améndoa, como
a coloracao, ao longo da fermentagdo. O teste é feito com o corte de algumas
améndoas no sentido do seu comprimento, sendo consideradas ideais as
améndoas de cor ligeiramente marrom com um anel de contorno de cor marrom
escuro, quase sempre com formacao de galerias na superficie (EFRAIM, 2009).

Secagem e Armazenamento — O processo de secagem tem como objetivo
diminuir o teor de umidade das améndoas para 5-7%, além da reducéo de acidez
e da continuidade de processos bioquimicos iniciados na fermentacdo, os quais
promovem sabor, aroma e cor. A secagem mais comum é feita naturalmente a luz
do sol, contudo, em épocas ou regides com alto indice pluviométrico utilizam-se
secadores rotativos ou fornos. A secagem natural € feita em instalacées com teto
movel ou estufas. O tempo de secagem depende do clima e tem duracdo de 7 a 10
dias (ARAUJO et al., 2014).

A secagem com ar forcado € mais rapida do que a secagem ao sol, no
entanto, ha menor eliminagcéo do acido acético, menor desenvolvimento de sabor e
aroma, maior adstringéncia e amargor. A secagem com ar forcado tem duracao de
2 a 3 dias, em média. Usam-se diferentes tipos de secadores de ar forcado, como
o secador de bandeja, circular e rotativo, sendo a temperatura ideal por volta de 30
a 35°C na massa de améndoas. Apos as sementes serem fermentadas e secas,

estas passam a ter a denominacdo de améndoas. As améndoas fermentadas e
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secas sao geralmente acondicionadas em sacos de aniagem (tecido de juta, linho
cru, algodao ou com outra fibra vegetal/ polimérica) de 60 kg (SCHMIDT et al., 2015;
EFRAIM et al., 2009; ORTIZ de BERTORELLI et al., 2009)

1.4 Processamento

O cacau € um cultivar perene comercialmente explorado para a producéo de
améndoas. O processamento das améndoas fermentadas e secas inclui limpeza,
desbacterizacéo, quebra e separacéo, torrefacdo, moagem, refino e prensagem. As
etapas de processamento destinam-se a obtencéo das principais matérias primas:

o liquor, o p6 de cacau e a manteiga de cacau (Figura 8) (SCHIMIDT et al., 2015).

Limpeza
\
Quebra e separacio —
\
Torrefacdo
v
]
\
Refino e Prensagem —> [ Cacau em p6 e manteiga ]

Figura 8. Processamento de améndoas de cacau.
Fonte: Adaptado de Okiyama, 2017.

Limpeza — As améndoas pré-processadas sao limpas em peneiras antes do
procedimento de torrefacdo. O objetivo da limpeza é retirar particulas como cascas,
pedras, pedacos de madeira, fragcbes metélicas e insetos. Um material contaminado
por fragmentos ocasiona perda de qualidade no processo tecnolégico, como a
formacdo de gases durante a torrefacdo. As operagdes de limpeza incluem
separacao por peneiras, com diferentes tamanhos, aspiracdo de pés-finos e leves,
uso de imas para retirada de particulas metalicas e ventilacéo, por uso da diferenca
de densidade (COHEN et al., 2003).
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Pré-Tratamento térmico e desbacterizacdo— Pode ser utilizado um pré-
tratamento térmico com uso de aquecimento em condicbes mais amenas
comparado a torrefacdo. Esta etapa causa evaporacao da umidade no interior da
améndoa, aumentando a friabilidade da casca e provocando a sua expansao, o que
facilita a separacédo dos cotilédones e da casca. Alguns sistemas promovem um
efeito desbacterizante da superficie das améndoas, especialmente em
equipamentos com uso de vapor e de raios ultravioletas (AFOAKWA, 2015).

Quebra e Separacao — Na sequéncia da etapa de limpeza h& a quebra das
améndoas e separacdo dos cotilédones e da casca (ou testa). O material &
classificado conforme interesse em nibs e por tamanho. Os nibs sdo os cotilédones
fragmentados das améndoas, livres de casca e gérmen. Se ocorrer a presenca de
casca e gérmen em etapas sequentes, confere-se gosto amargo e textura fibrosa
ao produto (BECKETT, 2008).

Torrefacdo — A torrefacdo das améndoas inteiras ou nibs é um tratamento
térmico que diminui a umidade do produto para aproximadamente 2%. Nessa etapa
h& diminuicdo da presenca de acidos volateis, principalmente o acético, inativagao
de enzimas e micro-organismos que podem degradar a manteiga de cacau e causar
mudancas de textura dos cotilédones. Na torrefacdo ocorre a reacdo de Maillard,
onde aminoacidos reagem com acucares redutores formando compostos volateis,
pirazinas, carbonilas, hidrocarbonetos, cetonas, furanos e outros heterociclicos
bem como a formacdo de melanoidinas. Esta etapa envolve os fatores tempo e
temperatura para controle do processo e geralmente, emprega ar quente em
temperatura de 120°C por 15 minutos até 2 horas. Interfere na torrefacdo a
variedade escolhida do cacau, as condicbes de cultivo, os tratamentos de
processamento anteriores, umidade e acidos volateis presentes, tamanho das
améndoas e nibs. Quanto aos equipamentos, os torradores utilizados podem ser
do tipo circular, tambor rotativo, com aquecimento direto ou a vapor, e torradores
continuos (DJIKENG et al., 2018; MOUNJOUENPOUA et al., 2018).

Moagem e refino — As améndoas torradas seguem para as etapas de
moagem e refino, formando-se uma massa ou liquor de cacau. Na obtencdo do
liquor os nibs sdo moidos e refinados, com granulometria ideal em torno de 20 a 24
pm. Os moinhos para moagem dos nibs mais utilizados sdo o moinho tipo martelo

e moinho de pinos. Para o refino utiliza-se moinho de cilindros ou moinho de
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esferas. As propriedades reoldgicas do liquor de cacau, como a viscosidade, sédo
aspectos que afetam o processamento e obtencdo da manteiga e pé de cacau
(COHEN et al., 2003).

Prensagem Hidraulica — A prensagem hidraulica da massa ou liquor de
cacau resulta na obtencéo da torta e da manteiga de cacau. O cacau em p6 provém
da prensagem da torta de cacau e contém 10-12% de gordura. Os principais
parametros de qualidade do cacau em p6 séo a cor, o sabor e o pH (SCHMIDT et
al., 2015; EFRAIM et al., 2009; BECKETT, 2008).

1.5 Améndoas e produtos derivados

Améndoas — As caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais das améndoas
de cacau séo atribuidas a variedade do cacaueiro, o cultivo e o processamento. As
etapas de pré-processamento sdo geralmente realizadas no pais de origem e
desempenham uma funcé&o critica no perfil de sabor das améndoas (KRAHMER et
al., 2015). A composicdo quimica de améndoas de cacau apés fermentacdo e
secagem incluem em nibs aproximadamente: 3,2% de agua; 57% de gordura; 4,2%
de cinzas; 2,5% de nitrogénio total; 1,3% de teobromina; 0,7% de cafeina; 9% de
amido e 3,2% de fibras. As cascas das améndoas de cacau apresentam em sua
composicdo quimica: 6,6% de agua; 5,9% de gordura; 20,7% de cinzas; 3,2% de
nitrogénio total; 0,9% de teobromina; 0,3% de cafeina; 5,2% de amido e 19,2% de
fiboras (BECKETT, 2008). Os compostos de sabor nas améndoas de cacau séo
formados durante a torrefacéo, a partir de precursores gerados durante o0 processo
de fermentacdo e secagem, sendo que mais de 600 compostos de sabor foram
identificados a partir de gréos de cacau e de produtos derivados (CRAFACK et al.,
2014).

Liquor de Cacau - O liquor de cacau é obtido das améndoas pré-
processadas moidas e refinadas. Apresenta composi¢cdo de lipidios (48-54%),
fibras, proteinas, acucares, compostos fendlicos, minerais, teobromina, cafeina e
agua. O liguor de cacau apresenta ponto de fusdo de 34°C. No produto com uso do
liquor de cacau verifica-se sabor amargo e cor marrom. O liquor de cacau feito a
partir de massa de cacau bulk (comumente a variedade Forastero) possui sabor

caracteristico para fabricacdo de chocolates, sendo bem aceito comercialmente.
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Contudo, o produto proveniente de cacau fino (variedade Criollo) apresenta sabor
mais suave, notas florais, de frutas e nozes (SILVA, 2013; SUKHA, 2008).

As caracteristicas organolépticas, fisico, quimicas e microbiol6gicas sao
parametros de qualidade para o liquor de cacau. Neste sentido podemos dividir o
liquor em 3 produtos distintos quanto a cor: marrom (liquor natural), marrom escuro
(liquor alcalino) e marrom avermelhado (liquor vermelho) e que apresentam
variagdes na composicéo de gordura e de pH (SUKHA, 2008).

Manteiga de Cacau— Apresenta coloracdo amarela, e ponto de fusédo entre
30-35°C. A cristalizacdo adequada ocorre em temperatura menor de 26,7°C
tornando-se quebradica. A composicdo da manteiga de cacau muda conforme o
local e meio de cultivo do cacaueiro, clima e tipo de solo, variando-se os teores de
acidos graxos e triacilglicer6is. A manteiga de cacau apresenta composi¢ao
principalmente de acidos graxos saturados esteéarico (C18:0) variando entre 32 a
36%, palmitico (C16:0) com 24 a 27% e &cido oleico (C18:1) monoinsaturado de 33
a 37%. Possuem compostos minoritarios, como tocoferdéis, carotenos e esterois
(JAHURUL et al., 2013; VENTER et al., 2007).

Cacau em PO — O cacau em p6 € obtido da moagem da torta de cacau e seu
refino em temperatura controlada. Os tipos de cacau em p6 variam em cor e no teor
de gordura podendo ser encontrado como cacau em po magro (10-12% de
manteiga de cacau) ou gordo (20% de manteiga de cacau). O meio de obtencéo
pode ser natural, alcalino ou lecitinado. O tipo conhecido como natural é feito a
partir da moagem direta apds extracdo parcial da manteiga de cacau, com sabor
mais agressivo. O cacau em po tipo alcalino obtido com uso de alcalis carbonato
de potéssio, amonio ou de sédio, contém sabor e cor modificados no processo. O
cacau em poO lecitinado € o mais utilizado em bebidas e possui melhor
dispersabilidade do cacau. O cacau em pO apresenta em sua composicao
proteinas, fibras, polifendis, vitaminas e minerais. Os parametros de qualidade
avaliados para o cacau em po sao a cor, a granulometria e o pH. O cacau em po &
utiizado comercialmente na formulagdo de chocolates, achocolatados e
compounds (BECKETT, 2008; COHEN et al.,, 2003). Os compounds s&o
denominados substitutos do chocolate, onde a manteiga de cacau é total ou

parcialmente substituida por uma gordura vegetal, como por exemplo, a gordura
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fracionada de palmiste (Cocoa butter substitute —CBS) ou a hidrogenada de
algodao (Cocoa butter replacer — CBR) (LIMA, 2000).

2. CONTAMINANTES INORGANICOS

Os contaminantes inorganicos entram na cadeia alimentar por meio da
ingestao de agua ou alimentos cultivados em ambientes contaminados (Figura 9) e
também por meio da inalagdo de material particulado contendo os elementos. As
principais fontes de contaminantes inorganicos séo a antropogénica, a utilizacéo de
agua contaminada na irrigacéo de sistemas agricolas, os fertilizantes, os pesticidas,
a queima de biomassa, a combustéo de carvdo e de 6leo, a emissdo de poluentes
de veiculos, a incineracdo de residuos urbanos, industriais e as atividades de
fundicéo e mineracao (CAC, 2018; OGA, 2003). O movimento dos metais no meio
ambiente acontece com a redistribuicdo por meio de ciclos biologicos e geoldgicos.
Ciclos biolégicos movendo metais incluem a biomagnificacéo por plantas e animais
resultando na incorporag&o em ciclos alimentares (KLAASSEN & WATKINS, 2012).
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Figura 9. Vias de exposi¢do aos contaminantes inorganicos pelo homem e fontes de adigdo no
meio ambiente.
Fonte: Adaptado de Martins et al. (2011)

2.1 Céadmio

O cadmio é um contaminante inorganico que apresenta alta toxicidade. Ele
€ obtido como subproduto da fundicéo de zinco e chumbo e cerca de 75% do que
€ produzido utiliza-se em baterias. O cadmio também é utilizado em pigmentos para
tintas e plasticos (OGA, 2003).

Os alimentos constituem a principal fonte de cAdmio para a populacdo em
geral e muitas plantas acumulam prontamente o elemento do solo, sendo que tanto
as fontes naturais quanto as antropogénicas ocorrem nele. Por outro lado, o
tabagismo é a principal fonte ndo ocupacional de exposicédo ao cadmio (SATARUG
et al., 2003.)

A toxicidade aguda pela ingestdo de elevada concentracdo de cadmio na
forma de bebidas ou alimentos altamente contaminados causa irritagdo grave no

epitélio gastrintestinal, levando a nauseas, vomitos e dor abdominal. A longo prazo
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0s principais efeitos toxicos resultantes da exposicao a baixos niveis de cadmio sado
danos renais, doencas pulmonares, osteoporose e doencas cardiovasculares.
Estudos epidemiolégicos sugerem que o cadmio pode ser um agente etioldgico
para a hipertensédo essencial e a mitocondria cardiaca pode ser o local da redugéo
da contratilidade miocéardica induzida pelo metal. E sugerida também uma a relacéo
entre a exposicdo ao cadmio em criangas e adultos e o comportamento anormal e
a diminuicdo de inteligéncia (CAC, 2018; KLAASSEN & WATKINS, 2012,
SATARUG et al., 2003).

O Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
estabelece uma ingestdo mensal toleravel proviséria (PTMI) para Cd de 25 ug kg™
de peso corpéreo (p.c.) (FAO/WHO, 2013). Limites maximos permitidos para a
presenca de cadmio em alimentos séo estabelecidos pelas legislacdes brasileira e
MERCOSUL, sendo 0,3 mg kg para pasta de cacau; 0,2 mg kg para chocolates
e produtos de cacau com menos de 40% de cacau e de 0,3 mg kg™ para chocolates
e produtos a base de cacau com mais de 40% de cacau (BRASIL, 2013;
MERCOSUL, 2011).0 limite para o cAdmio em produtos de cacau de acordo com
o Codex Alimentarius é 0,65 mg kg. Para produtos a base de chocolates e doces
foram fixados diferentes limites maximos dependendo da composicdo do chocolate
guanto ao teor de cacau, variando desde 0,1 mg kg para chocolate ao leite até 0,8
mg kg? para chocolate com mais de 70% de cacau em sua composi¢do (CAC,
2019). A Uniéo Europeia dispde sobre os limites maximos permitidos para Cd em
chocolates e produtos nas categorias: chocolate ao leite com menos de 30% de
cacau: 0,10 mg kg; chocolate com menos de 50% de cacau e chocolate ao leite
com mais de 30% de cacau: 0,30 mg kg; chocolate com mais de 50% de cacau:
0,8 mg kg e para o cacau em pé 0,6 mg kg (EU, 2014).

2.2 Chumbo

O chumbo € um metal téxico presente no meio ambiente e sistemas
bioldgicos. A tinta contendo chumbo é a principal fonte de exposicdo ao metal por
criangas. Entretanto, a principal rota de exposicao para a populacdo em geral € por
meio do alimento e da 4gua. Outras fontes potenciais sdo a pratica recreativa de

tiro, carregamento manual de municdo, a soldagem, a fabricacdo de joias,
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ceramica, armas e o polimento de vidros. O chumbo pode induzir uma série de
efeitos adversos em humanos, dependendo da dose e duracdo da exposicdo. Os
efeitos téxicos do chumbo a nivel minimo no sangue s&o os neurolégicos
(encefalopatia, déficit de audicao, déficit de QI e efeitos no Gtero); os hematoldgicos
(anemia e aumento da protoporfirina eritrocitaria) e renais (nefropatia) (CAC, 2018;
KLAASSEN & WATKINS, 2012; NASCIMENTO et al., 2006).

Os efeitos toxicos do chumbo variam de inibicdo enzimética a producgéo de
patologias graves. As criancas sdo mais sensiveis aos efeitos no sistema nervoso
central. O chumbo é classificado como carcinégeno, induzindo ao aparecimento de
tumores no sistema respiratorio e digestorio. Atinge potencialmente todos os 6rgéos
e sistemas do organismo, 0s meios de toxicidade sugeridos incluem processos
bioquimicos fundamentais, como a habilidade do chumbo de inibir ou imitar a agcao
do célcio e de interagir com proteinas (MOREIRA & MOREIRA, 2004).

A legislacao nacional, através da RDC 42 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria— ANVISA — (BRASIL, 2014) e MERCOSUL (2011), estabelecem um limite
maximo de Pb de 0,5 mg kg para pasta de cacau; 0,2 mg kg para chocolates e
produtos de cacau com menos de 40% de cacau e 0,4 mg kg para chocolates e

produtos a base de cacau com mais de 40% de cacau.

2.3  Contaminantes inorganicos em cacau

Tem sido reportado na literatura que amostras de cacau procedentes da
América Latina podem conter contaminantes inorganicos, sendo o cadmio o
contaminante mais estudado. A presenca de Cd e Pb em cacau pode ocorrer
naturalmente, como parte da composi¢do geoquimica do local e disponibilizado por
intemperismo ou por via atmosférica, com depdsitos nos cultivos devido a atividade
vulcanica (MATHER, 2015). Ainda, a contaminacdo de cultivos acontece através
de atividades industriais, além de praticas agricolas com a aplicacao de fertilizantes
fosfatados, uso de aguas residuais na irrigacéo, lodo de esgoto e matéria organica
como esterco (CLEMENS et al., 2013). O cadmio e chumbo ndo apresentam funcao
fisiol6gica no metabolismo da planta e acumulam-se nas raizes e nas partes
comestiveis, como por exemplo nos graos (RASCIO & NAVARI-IZZO, 2011).

Algumas plantas toleram as concentracdes de Cd e Pb sem expressar quaisquer
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sintomas de toxicidade, sendo que a acumulacdo nas partes comestiveis pode
causar efeitos adversos a saude humana (MARSCHNER, 2012).

Chavez et al. (2015) avaliaram a concentracdao de Cd em cultivos de cacau
em 19 fazendas do sul do Equador. A concentracdo de Cd em folhas, sementes e
cascas foi de: 0,10; 0,94 e 0,09 mg kg%, respectivamente. O teor de Cd no solo
superficial e nos mais profundos, com média de 1,54 e 0,85 mg kg™,
respectivamente, indicam que provavelmente a contaminacéo esteja relacionada a
atividade antropogénica. A correlacdo entre as concentragfes de Cd extraivel do
solo e de teor em sementes foi verificada e os autores relataram que o teor de Cd
nos cultivos apresentou distribuicdo na seguinte ordem: solo > grdo > casca >
folhas. No entanto, em estudo da relacéo entre Cd em tecidos do cacaueiro e em
solo de Trinidade e Tobago, a distribuicdo encontrada para os niveis de Cd
seguiram a ordem: folhas > casca do fruto > casca améndoa > nibs > solo
RAMTAHAL et al. (2016).

Barraza et al. (2017) avaliaram solos e frutos de cacau de 31 fazendas no
Equador com impacto de extracdo de petroliferas e o estudo verificou a maior
concentracdo de Cd nas camadas superficiais de solo (0 e 20 cm de profundidade)
em relacdo as camadas mais profundas, sendo os valores maximos encontrados
de 2,23+ 0,07 mg kg™ e 0,73 £ 0,01 mg kg%, respectivamente. Foram encontrados
teores superiores aos limites da legislacdo equatoriana (0,5 mgkg™) em 39% dos
locais estudados para as amostras de solo; enquanto as concentracfées maximas
nas folhas, cascas do fruto e sementes foram de: 7,87 + 0,05; 2,81 + 0,02 e 3,50 £
0,16 mg kg, respectivamente. O estudo indicou a distribuicdo de Cd na ordem:
folhas > sementes > casca do fruto. Embora as folhas tenham apresentado maior
teor do contaminante, os resultados indicaram que 50% das améndoas
apresentaram Cd acima de 0,8 mg kg'(BARRAZA et al. 2017). No Peru, os niveis
médios encontrados em Cuzco para as sementes de cacau foram de 0,17 + 0,41
mg kg™t e em folhas de 0,23 + 0,62 mg kg™. Em Tumbes (Peru) as sementes
apresentaram valores de 1,78 + 0,35 mg kg™ e em folhas de 2,50 + 0,62 mg kg™.
Aproximadamente 57% das amostras de sementes de cacau das regides
produtoras do Peru continham concentracbes de Cd acima de 0,80 mg kg™
(AREVALO-GARDINI et al., 2017).
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As améndoas fermentadas e secas procedentes do Equador e da Republica
Dominicana apresentaram teores de Cd de 0,629 + 0,067 mg kg™ e 0,128 + 0,031
mg kg™, respectivamente (KRUSZEWSKI et al., 2018). Recentemente Romero-
Estévez et al. (2019) em estudo de contaminantes inorganicos de 09 regifes do
Peru encontraram um intervalo de concentracdo para Cd entre 0,264 e 1,715 mg
kg?, condizentes com dados reportados na literatura (CHAVEZ et al. 2015,
BARRAZA et al., 2017, KRUSZEWSKI et al., 2018). Em amostras de cacau da
Malésia foram reportados valores médios em améndoas de cacau (n= 86) para Cd
(0,25 + 0,22 mg kg*) e para Pb (0,50 + 0,42 mg kg?). O teor maximo encontrado
para Cd foi de 1,27 mg kg e para Pb 1,6 mg kg* (MOHAMED et al., 2020).

A absorcao pela raiz do cacaueiro parece ser a principal via de distribuicao
de Cd e Pb na planta, sendo regulada por propriedades fisico-quimicas do solo e
por praticas agricolas. Entretanto, as regides com atividades vulcanicas e outras
possiveis fontes de contaminacdo devem ser monitoradas, pois estas fontes estao
fortemente relacionadas a origem de producéo e as condicées locais. Fatores como
a qualidade do solo, a informacédo genética da planta e as suas interacdes possuem
consequéncia significativa nos teores de contaminantes inorganicos quantificados.
Ainda, a mobilidade e a bioacumulacdo de Cd e Pb no solo sao influenciadas por
complexos processos biolégicos e caracteristicas como o pH, a quantidade de
matéria organica, a capacidade de troca i6nica e a composicdo do solo (arenoso,
argiloso e microbiota).

A matéria organica contida nos solos atua principalmente na
biodisponibilidade do cadmio, pois interfere na sua capacidade de adsor¢céo. Essa
capacidade deve-se a troca de cations, bem como a fungdo quelante (ADRIANO
2001; HE et al. 2015). O teor de matéria organica pode diminuir a biodisponibilidade
do cadmio indiretamente, que ira atuar em outras propriedades do solo,
principalmente devido aumento do pH. Contudo, existem substancias himicas que
formam complexos soluveis e afetam a mobilidade, tornando-a maior (KHAN et al.
2017; SHAHID et al. 2016).

As plantas absorvem o Cd como um cétion bivalente, que é sua forma mais
predominante nos solos e no meio ambiente. Em solos ndo poluidos a
concentracdo de Cd varia entre 0,01 e 1,1 mg kg (KABATA-PENDIAS, 2011). A
Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos EUA (US-EPA) estabeleceu como nivel critico
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para teor de Cd em solos destinados a agricultura o valor de 0,43 mg kg (EPA,
2002). A aplicacéo de fertilizantes fosfatados € considerada uma das principais
fontes de Cd nos solos destinados a agricultura, pois nesses fertilizantes pode-se
encontrar niveis de Cd de 130 mg kg (JIAO et al., 2012). As diferentes fontes que
disponibilizam o Pb no ambiente, incluindo o solo, produzem uma variedade de
compostos e a forma como isso ocorre tem efeitos na solubilidade e mobilidade
inicial do elemento(ABDELWAHEB et al., 2019).

Nos ultimos anos tem sido estudada a presenca dos contaminantes
inorganicos tanto no cacau quanto nos derivados, especialmente no chocolate. Villa
et al. (2014) estudaram 30 amostras de chocolates do comércio do Brasil com
diferentes teores de cacau (34 a 85%) e tipos de chocolate (amargo, ao leite e
branco) e os resultados indicaram que os chocolates amargos apresentam maiores
concentracfes de Cd e Pb comparados aos chocolates ao leite e branco. A maior
concentragdo de Pb foi encontrado em chocolate amargo (0,138 mg kg?) e todas
as amostras apresentaram teores menores que o limite maximo toleravel
estabelecido na legislacédo brasileira. A correlacdo entre os niveis de elementos
tracos e o conteudo de solidos de cacau também foi verificado em amostras de
chocolate provenientes de diferentes paises em estudo de YANUS et al. (2014).

Em 2018, Lo Dico et al. avaliaram a presenca de contaminantes inorganicos
em amostras de cacau em p6 e chocolates da Itélia coletados em supermercados,
encontrando teores maximos 0,303 + 0,035 mg kg parao Cd e 1,228 + 0,146 mg
kg* para o Pb. Enquanto que para amostras de cacau em poé, chocolate amargo,
chocolate ao leite e nibs de cacau procedentes dos EUA foram obtidos teores de
Cd variando de 0,004 a 3,15 mg kg e de Pb de <LOD a 0,38 mg kg™. Os teores
destes contaminantes apresentaram uma relacé&o positiva com a porcentagem de
sélidos de cacau nos produtos de chocolate denominados branco, ao leite e
amargo. A origem geografica indicada no rétulo dos produtos permitiu verificar que
amostras procedentes da Ameérica Latina apresentam teores mais elevados de Cd
do que as da Africa (ABT et al., 2018).
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2.4  Métodos de determinacdo dos contaminantes inorganicos

Os métodos analiticos mais comumente usados para a determinacéo de Cd,
Pb em amostras de cacau e chocolates estdo baseados na técnica de
espectrometria de absorcdo atdomica por chama (FAS AAS) (RAMTAHAL et al.,
2016); espectrometria de absorcao atdmica por forno de grafite (GF-AAS) (VILLA
et al., 2014); espectrometria de emissdo Otica com fonte de plasma com
acoplamento indutivo (ICP OES) (CHAVEZ et al.,, 2005) e espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (BERTOLDI et al., 2016).

Para a determinacdo de Pb e Cd em produtos de cacau tém sido usados
diferentes procedimentos para digestdo de amostra seguido da quantificacdo por
métodos espectrofotométricos. Chavez et al. (2015) determinaram Pb e Cd em
folhas, casca e gréo de cacau utilizando a digestdo com acido nitrico a 140°C por
180 minutos. Um método preciso, exato e sensivel usando vaporizacao
eletrotérmica acoplada a espectrometria de emissdo 6ptica com microtocha em
plasma capacitivo foi desenvolvido por Butaciu et al. (2016) para estudo de Cd em
alimentos. Para a digestao das amostras foi usado a digestéo acida (HNO3z — H202)
assistida por micro-ondas. Yanus et al. (2014) estudaram 8 elementos tracos,
incluindo Pb e Cd, em amostras de chocolates com diferentes propor¢des de cacau
utilizando a técnica ICP-MS. As amostras (100 mg) foram digeridas em um banho-
maria usando uma mistura 1:2 de H202 30% e HNOs concentrado, em seguida
foram filtradas e foi usada solucéo de indio como padréo interno.

O método oficial da AOAC - Official Methods of Analysis of AOAC
International, n. 999.11 (LATIMER, 2012) para determinacao de Pb, Cd, Cu, Fe e
Zn em alimentos € baseado na digestdo por via seca. E um procedimento simples,
tem baixo custo e utiliza minima quantidade de reagentes quimicos, contribuindo
com os principios da quimica verde. A decomposicdo da amostra € realizada em
forno tipo mufla com aquecimento por convecgéo ou por micro-ondas onde ocorre
a queima de fracdo organica da amostra com o oxigénio do ar permitindo no final
do processo a obtencdo da porcdo inorganica na forma de cinzas, apta a
solubilizagdo em meio acido. O procedimento utilizado acondiciona a amostra em

um cadinho de porcelana, niquel ou platina, com temperatura no forno entre 450 e
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550°C. O método, entretanto, limita-se aos elementos volateis (MAGALHAES et al.,
2010).

Outros métodos comumente utilizados no preparo de amostras para a
determinacdo de contaminantes inorganicos fazem uso da digestdo &cida em
sistemas assistidos por radiacdo micro-ondas. A amostra absorve a radiacédo e
sofre um aumento na sua temperatura. Isto € devido a interacdo da radiacéo
eletromagnética com os ions dissolvidos e com o solvente, h4 interacdo do acido
usado na decomposicdo da amostra e com isso ocorrem os fenbmenos de
migracdo idnica e rotacdo de dipolos. Esse movimento molecular no material
contribui para o seu aquecimento e para a conversao de energia, fenbmeno que
depende do fator de dissipacao de energia. A decomposi¢céo da amostra pode ser
realizada usando sistemas abertos ou recipientes fechados sob pressao, com
aproveitamento do efeito da temperatura e com reducéo de perdas por volatilizacdo
(NOGUEIRA, et al., 2010).
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os niveis de cAdmio e de chumbo em améndoas
de cacau provenientes de trés das principais regiées produtoras do mundo, e de seus
derivados obtidos no processamento (liquor, pd e manteiga de cacau). A quantificacdo dos
contaminantes foi realizada por ICP OES com avaliacdo dos procedimentos de preparo de
amostras por via umida usando um sistema fechado assistido por micro-ondas e por via
seca em forno mufla. Os limites de deteccéo e quantificacdo para Cd e Pb foram de 0,5 e
1,5ug kgt e 7,0 e 22 ug kg, respectivamente. Foram avaliadas 90 amostras de améndoas
de cacau e o intervalo de concentracdo encontrado para Cd foi <0,0015-1,598 mg kg e
para Pb foi <0,022-2,528 mg kg™. Houve ocorréncia de niveis superiores aos limites
maximos permitidos em 8% (Cd) e 66% (Pb) das amostras. Elevados teores de Pb foram
encontrados em améndoas do Brasil e de Cd em améndoas do Equador. Os produtos
derivados obtidos no processamento de cacau apresentaram niveis de Cd entre <0,0015-
0,118 mg kg! e Pb entre <0,022-0,136 mg kg*. Foi observada uma tendéncia do
contaminante inorganico em permanecer nas fracdes néo lipidicas da améndoa (p6 de
cacau). A ingestdo de chocolate produzido a partir de améndoas contaminadas pode
contribuir para exposicao dos consumidores aos contaminantes inorganicos, ultrapassando
a PTMI de Cd para criancas. O uso de améndoas de diferentes regides (blends) na
fabricacdo de produtos de cacau pode ser uma alternativa na reducéo dos niveis desses

contaminantes no produto final destinado ao consumo.

Palavras-chave: améndoas de cacau, produtos derivados, caddmio, chumbo, ICP OES
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1. Introducdao

O cacau é uma espécie historicamente cultivada no Oeste da Africa, nas Américas
Central e Sul e no Sudeste da Asia apresentando producdo anual de 4651 mil toneladas
de améndoas (ICCO, 2019). A composicdo e os atributos de sabor no cacau e seus
derivados sdo influenciados pelas propriedades genéticas da variedade, origem
geografica, meio de cultivo e processamento. Logo, a identificacdo das caracteristicas
quimicas e bioguimicas e a relacao entre elas e o0 ambiente séo fatores importantes para
a sua qualidade e aspectos tecnoldgicos (Loureiro et al., 2017; Cohen et al., 2003). O
consumo de alimentos a base de cacau € um habito mundial, sendo que os consumidores
estdo cada vez mais interessados na qualidade dos produtos (como a certificacdo de
origem), nos aspectos de seguranca de alimentos, nas praticas ambientais sustentaveis,
assim como em sabores finos (ICCO, 2007).

A ingestdo de chocolate e derivados pode proporcionar beneficios a salde por
estes conterem minerais essenciais como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn (Bertoldi et al., 2016)
e compostos antioxidantes com altas concentragdes de flavonoides. Esses compostos
atuam em funcgdes bioldgicas, como a prote¢éo aos efeitos de doencas do coragdo ou na
modulacéo da resposta imunoldgica e anti-inflamatéria (Martin & Ramos, 2016). Contudo,
estudos tém reportado a presencga de contaminantes inorganicos como Al, As, Cd, Cr, Nie
Pb em produtos contendo cacau (Lo Dico et al., 2018; Villa et al., 2014). A exposicéo a
longo prazo a elementos téxicos como Cd e Pb pode causar efeitos renais, 6sseos e
neuroldgicos, sendo que os alimentos sdo uma das principais fontes de exposi¢éo a estes
contaminantes para a populacdo em geral (Lippi, 2013).

Uma das principais fontes de contaminacdo das améndoas de cacau por
contaminantes inorganicos é o solo, sendo que a relacdo entre 0s niveis desses
contaminantes nas améndoas e nos solos das regides de cultivo tem sido estudada
(Bertoldi et al., 2016; Romero-Estévez et al., 2019; Mohamed et al., 2020). Estudos também

verificaram uma relacdo entre o aumento de sélidos de cacau e o aumento da concentracéo
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de contaminantes inorganicos em produtos de cacau (Yanus et al., 2014; Villa et al., 2014;
Abt et al., 2018). Entretanto, ha poucos dados disponiveis a respeito da distribuicdo dos
contaminantes inorganicos nas diferentes etapas do processamento das améndoas de
cacau.

Diversas regulamentacdes foram estabelecidas em funcdo da crescente
preocupacdo com relacao aos niveis seguros de contaminantes inorganicos em améndoas
de cacau e derivados. Em vigor desde 2019, a Unido Europeia disp8e sobre os limites
maximos permitidos para Cd em chocolates e produtos nas categorias: 0,10 mg kg*para
chocolate ao leite com <30% de cacau; 0,30 mg kg*para chocolate com <50% de cacau e
chocolate ao leite com = 30% de cacau; 0,8 mg kg* para chocolate com = 50% de cacau e
0,6 mg kg para cacau em pé (EU, 2014). Limites maximos também foram estabelecidos
pelo Mercosul, China e Codex Alimentarius, entre outros, para 0 contaminante Cd em
cacau e derivados (MERCOSUL, 2011; Brasil, 2013; USDA, 2014; CAC 2019).

O Brasil é 0 sexto maior produtor mundial de cacau, apresentando uma safra de
améndoas de 255 mil toneladas em 2018. Contudo, ha uma caréncia de informagdes sobre
0s niveis de contaminantes inorganicos em améndoas das diferentes regides produtoras
do pais (IBGE, 2019).

Sendo assim, o0s principais objetivos do presente estudo foram: i) avaliar a
ocorréncia de Cd e Pb em améndoas de cacau cultivadas no Brasil, Africa e Equador; ii)
avaliar o comportamento e ocorréncia destes contaminantes nos produtos derivados
obtidos ap6s o processamento das améndoas (liquor, pé e manteiga de cacau) e iii) calcular
a estimativa de exposi¢cdo aos contaminantes Cd e Pb pela ingestdo de chocolate por

criancas e adultos.
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2. Material e Método
2.1 Amostras

O estudo da ocorréncia de Cd e Pb em améndoas de cacau avaliou 90 amostras
de améndoas de cacau fermentadas e secas provenientes de diferentes locais de origem,
representando as principais regides produtores do Brasil: Bahia (BA) (n=33), Para (PA)
(n=29), Espirito Santo (ES) (n=4) e Rondénia (RO) (n=08), Africa: Costa do Marfim (CM)
(n=12) e Equador (EQ) (n=4). As amostras foram homogeneizadas com casca e
armazenadas em freezer até o momento das analises.

Para o estudo da ocorréncia de Cd e Pb em améndoas de cacau torradas e em
produtos derivados (liquor, p6 e manteiga de cacau) foi realizado um processamento em
escala piloto, a partir de uma amostragem de améndoas de cacau fermentadas e secas
provenientes da Bahia. Foram processadas conforme segue: a batelada de 2 kg foi torrada
em forno elétrico rotativo (JAF Inox, Tambaul, SP) com circulagcao de ar forcada por 60
minutos a 120°C. A seguir as améndoas foram quebradas em um moinho de facas de aco
inoxidavel (ICMA, Campinas, SP) e separadas por granulometria (peneiras de 5,66 mm e
2,83 mm). A casca e o gérmen dos nibs foram separados por densidade em um
descascador (JAF, Inox, Tambau, SP) e a seguir os nibs foram refinados em um moinho
de trés cilindros horizontais Melanger mill (Spectra 10, India) para obtencéo do liquor. O
diametro maximo das particulas foi controlado com micrdmetro digital (Mitutoyo,
Suzano, Brasil) de forma a permanecer entre 20 e 25um. A manteiga e a torta de cacau
foram obtidas a partir da prensagem de 500 g do liquor em prensa hidraulica (Ercitec,
Bauru, SP) e o cacau em po foi obtido a partir da peneiracédo da torta de cacau.

Para avaliar o comportamento do contaminante inorganico Cd durante o processo
foi feito um balanco de massa utilizando o peso dos produtos obtidos e as suas
concentracdes quantificadas em cada uma das etapas do processo (torrefacdo, moagem

e prensagem).
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2.2 Reagentes

Os reagentes utilizados no estudo foram de grau analitico ou superior. Peréxido de
hidrogénio 30% (m/v) (Merck, Darmstadt, Germany), &cido cloridrico 37% (m/v) (Merck,
Darmstadt, Germany) e &cido nitrico obtido por destilagdo sub-boiling (Berghof, Eningen,
Germany). A agua (18,2 MQ cm) foi purificada em sistema de osmose reversa (Gehaka,

S&o Paulo, Brasil).

2.3 Determinacéo de Cd e Pb

Foram avaliados dois procedimentos de preparo de amostras: a digestdo acida em
sistema fechado assistido por micro-ondas e a decomposigéo por via seca (cinzas). Toda
a vidraria utilizada permaneceu em imersdo em solu¢do de HNOz 20% (v/v) por, no minimo,
2 horas, seguida de enxague com agua deionizada. A determinacéo analitica de Cd e Pb
foi realizada utilizando um espectrémetro de emissdo 6tica com fonte de plasma com
acoplamento indutivo (ICP OES), modelo 5100 VDV (Agilent Tecnology, Téquio, Japéo),
com fonte de radiofrequéncia (RF) de 27 MHz e detector multielementar simultdneo de
estado solido do tipo CCD (Charge Coupled Device). As condigbes experimentais
otimizadas de operacéo do equipamento de ICP OES foram: poténcia de radiofrequéncia
de 1200 W; vazéo de nebulizacdo de 0,5 L min'; vazdo auxiliar (Ar) de 1,0 L min'; vazéo
principal (Ar) de 12 L min’; correcéo de fundo de 2 pontos; tempo de integracéo e leitura
de 10 s e 3 replicatas, visdo axial, camara de nebulizacdo de duplo passo e nebulizador
seaspray; argoénio liquido com pureza de 99,996% (Air Liquid, SP, Brasil). O comprimento
de onda da linha analitica foi: Cd (214.439 nm) e Pb (220.353 nm). As curvas analiticas
foram preparadas a partir de solucdo-padrdo de 100 mg L* para Cd e Pb (Specsol —
Quimlab, Jacarei, Brasil) em solucdo de HCI 5% (v/v) nas seguintes faixas de

concentracédo: Cd 0,001 a 1,00 mg L™ e Pb de 0,002 a 1,00 mg L.
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2.3.1 Digestéo acida em sistema fechado assistido por micro-ondas

A digestdo da amostra de cacau foi realizada em um sistema fechado assistido por
micro-ondas (Start D, Milestone, Sorisole, Itdlia), adaptado de Butaciu et al. (2016): 0,5 g
de amostra de améndoa de cacau foi pesado em vaso de digestdo PTFE seguida de adi¢do
de 8 mL de HNO; concentrado, permanecendo em repouso por uma noite. Foram
adicionados 2 mL de H20,30% (m/v) e foi realizada a digest&o por micro-ondas utilizando
aquecimento com aplicagdo de 1000 W de poténcia nas condi¢des: (a) temperatura
ambiente a 170°C por 15 min e (b) mantido a 170°C por 25 min. Apos resfriamento, o
digerido foi transferido quantitativamente para tubos graduados de 20 mL usando agua

desionizada.

2.3.2 Decomposicao por via seca

O método foi adaptado de Latimer (2012): 2,5 g de amostra foram pesados em
capsulas de porcelana, pré-carbonizados em chapa elétrica e incinerados em forno tipo
mufla (F3-DM/T, Fornitec, Sdo Paulo) com aquecimento programado de 1°C/min até 450
°C, mantendo-se por 15 horas. As cinzas foram umidificadas com agua deionizada e
solubilizadas com a adicdo de 1 mL de HCI 37% (m/v). A solucdo resultante foi transferida
quantitativamente para tubo graduado de 20 mL com agua deionizada e filtrada em papel
quantitativo (Nalgon, Itupeva, Brasil).

A avaliagdo dos métodos de preparo de amostras e a validacdo do método por via
seca foram realizadas conforme orientagdo do INMETRO (2018) avaliando-se as figuras
de mérito linearidade, sensibilidade, limite de deteccao (LOD), limite e quantificacdo (LOQ),
precisdo e exatiddo. Nesta etapa foram utilizados uma amostra de améndoas de cacau

(BA) e os materiais de referéncia certificados (CRM): Tea Leaves (INCT-TL-1, Instytut
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Chemii | Techniki Ja drowej, Warszawa, Poldnia) e Peach Leaves (NIST 1547, NIST,

Maryland, EUA).

2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média e intervalo de concentrac@o e foram
aplicados os testes ANOVA (one-way) e Tukey, com um nivel de significAncia de 95%

(p<0,05) usando o programa XLSTAT versdo 2012.6.03 (Addinsoft, Franca).

25 Estimativas de exposicdo aos contaminantes inorganicos pelo consumo de
chocolate

A estimativa de exposic¢ao a partir do consumo de chocolates foi avaliada. Para tal,
foram considerados os teores mais elevados de Cd e Pb encontrados nas améndoas de
cacau, o consumo de chocolate 100% cacau e uma ingestao diaria de 15,75 g de chocolate
(5,75 kg ano per capita) (MDCI, 2018). Foi adotado um peso corpéreo (p.c.) de 60 kg para
adultos e 15 kg para criangas (FAO/WHO, 2013). As estimativas de ingestdo de Cd e Pb
foram calculadas conforme a equacéo 1. Para o Cd o valor encontrado foi comparado com
a ingestdo mensal toleravel proviséria (PTMI) de 25 pg kg més™* (FAO/WHO, 2013), e para

o Pb foi comparado com a dose de referéncia (BMDLo:) de 12 ug kg dia™ (EFSA, 2013).

Concentracgao x Consumo

Ingestdo = mg/kg p.c. (Equacéo 1)

Peso corpéreo

onde: concentragdo = maior nivel encontrado do contaminante nas amostras de améndoas

de cacau analisadas (em mg kg); consumo = quantidade ingerida do alimento no periodo,

em kg (15,75 g por dia).
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O quociente de risco (THQ), proposto pela Environmental Protection Agency (US
EPA), vem sendo usado como um pardmetro para avaliar o risco potencial a saude
associado a exposi¢cdo a longo prazo para uma determinada substancia. O THQ foi
calculado conforme a equacéo 2. Os valores de THQ menores ou iguais a 1 ndo sugerem
efeitos adversos para a populacdo exposta, enquanto valores maiores que 1 sao

considerados uma preocupagao.

_EFRxdeFIRxC -3 ~
THQ = RID XBWa X ATH x 10 (Equacao 2)

Onde Err € a frequéncia de exposi¢do ao elemento (365 dias), Ed é a duracdo da
exposic¢ao (70 anos), Fir é a taxa de ingestdo de alimentos em g/dia, C é a concentragéo
do elemento no alimento em mg/kg, RfD é a dose de referéncia do elemento em mg/kg/dia
(US-EPA 2016; Khan et al., 2008), BWa € o peso corporal de referéncia de 60 kg e ATn é

o tempo médio de exposicdo (365 dias x 70 anos) e 102 é a unidade de converséo.

3. Resultados e discusséo

3.1  Avaliacdo dos métodos de preparo de amostras e validacdo do método para a
determinagéo de Cd e Pb

A avaliacao dos métodos de preparo de amostras por digestdo por micro-ondas e
via seca foi realizada utilizando CRM de folhas de cha (Tea Leaves INCT-TL-1) e uma
amostra de améndoa de cacau do Brasil. Os resultados encontrados na analise do CRM
sdo apresentados na Tabela 1 e indicam que ambos os métodos apresentam valores de
recuperacao dentro da faixa recomendada pela AOAC (2016) (80% a 110%).

Além do uso de MRC para avaliar os dois métodos de preparo de amostras também
foi realizado um ensaio com uma amostra de améndoa de cacau utilizando o teste T, sendo

obtidos valores satisfatérios. O resultados médios (n=3) para Cd foram 0,056 + 0,001 mg
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kg! e 0,055 * 0,005 mg kg! para os métodos de via seca e de micro-ondas,
respectivamente, com p-valor de 0,760 (t-critico: 2,776), o que indica auséncia de diferenca
estatistica para os métodos (p>0,05). Para Pb, os valores médios (n=3) foram 2,43 + 0,12
mg kg' e 2,35 + 0,34 mg kg* para os métodos de via seca e de micro-ondas,
respectivamente, com p-valor de 0,711 (t-critico: 2,776), o que corresponde a auséncia de
diferenca estatistica (p>0,05). Deste modo, os dois métodos avaliados se mostraram
apropriados para a determinacdo de Cd e Pb em amostras de améndoas de cacau. Para
este estudo adotou-se o método por via seca (cinzas), em razdo deste empregar menor
uso de reagentes quimicos, permitir a realizagdo de um maior nimero de amostras
simultdneas e possuir menor custo.
[Tabela 1]

Tabela 1. A- Avaliacdo da exatiddo dos métodos de via Umida e via seca (n=3) para a
determinacdo de Cd e Pb utilizando CRM de folhas de cha. B- Resultados obtidos na
validacdo do método por via seca para coeficiente de correlacao (r), limites de deteccdo
(LOD) e de quantificagcdo (LOQ), exatiddo (CRM de folhas de péssego, n= 3) e precisdo

(coeficiente de variacdo - CV, n= 6).

el Valor encontrado Recuperacao
Método Elemento certificado? (mg kg (%/) &
(mg kg 9xa °
Cd 0,030 + 0,004 0,032 + 0,002 107 5
Via imida
A Pb 1,78 + 0,24 1,53 £ 0,10 86+ 6
] Cd 0,030 + 0,004 0,031 + 0,004 103+ 14
Via seca
Pb 1,78 £ 0,24 1,53+0,16 86+9
\{glor b Valor encontrado Recuperacéo
Certificado (mg kg %)
(mg kg™)
B
Cd 0,0261 + 0,0022 0,0271 + 0,0024 104 +9
Via seca Pb 0,869 + 0,018 0,785 + 0,043 90+5
. LOD LOQ Cv*
(mg kg?)  (mgkg™) (%)
Cd 0,9998 0,0005 0,0015 3
Pb 0,9999 0,007 0,022 6

aTea Leaves INCT-TL-1 ; P Peach Leaves Nist 1547; *CV = Coeficiente de variagao.
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Os resultados obtidos na validacdo do método por via seca estdo apresentados na
Tabela 1 (B). Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados a partir dos
valores de desvio-padrédo (s) de 10 brancos analiticos, sendo LOD= 3s e LOQ = 10s; a
preciséo foi avaliada pelo coeficiente de variacdo de 6 repeticdes analiticas de uma mesma
amostra de améndoa de cacau, sendo expressa pelo coeficiente de variagdo (CV), em
porcentagem. Os valores obtidos mostraram-se satisfatorios, onde o CV maximo foi de 6%.
A exatiddo do método foi avaliada com uso de material de referéncia certificado (CRM) de
folhas de cha, sendo obtidos valores entre 90 e 104%. Ambos os resultados séo
concordantes com o estabelecido pela AOAC (2016): CV maximo aceitavel de 11% e faixa

aceitavel de 80 a 110%, respectivamente.

3.2 Ocorréncia de Cd e Pb em améndoas de cacau

Os resultados obtidos para os contaminantes Cd e Pb em améndoas de cacau das
regides produtoras do Brasil (BA, PA, ES e RO), Africa (CM) e Equador(EQ) estio
apresentados na tabela 2 e na Figura 1. Conforme pode ser observado, a maioria das
amostras de améndoa de cacau analisadas apresentaram resultados quantificaveis para Cd

e Pb, 89% e 94%, respectivamente.

[Tabela 2]
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Tabela 2. Média (n=3), intervalo de concentracdo e porcentagem de amostras acima do
limite maximo toleravel (LMT) para Cd e Pb (mg kg?') em améndoas de cacau do Brasil,

Africa e Equador.

Cd (mg kg™) Pb (mg kg™)
Amostras Amostras
Pais/
> LMT (% > LMT (%
Regiso | Média + SD %) Média + SD *)
(Faixa) Brasil/ (Faixa) Brasil/
UE? UE?2
Mercosul* Mercosul*
Brasil/ 0,060 + 0,0522 0,727+ 0,5832
33 0 0 58 -
BA (<0,015 - 0,213) (<0,022 - 2,17)
Africa/ 0,038 £ 0,0282 0,629 +0,3072
12 0 0 75 -
CcM (<0,015 - 0,064) (0,037 - 1,04)
Brasil/ 0,142 +0,0172 0,533+0,1782
04 0 0 75 -
ES (0,124 - 0,158) (0,365 - 0,756)
Brasil/ 0,129 £ 0,1492 0,985 + 0,6562P
29 10 0 79 -
PA (0,038 - 0,819) (0,291 - 2,53)
Brasil/ 0,063 + 0,0082 0,397 + 0,2162°
08 0 0 63 -
RO (0,052 - 0,076) (<0,022 - 0,624)
Equador/ 1,153 + 0,364P 0,019 + 0,024°
04 100 100 0 -
EQ (0,721 - 1,59) <0,022 — 0,050)

abyalores médios nas colunas com a mesma letra ndo diferem ao nivel de 95% de confianca.

LMT = Limites maximos toleraveis para pasta de cacau: Cd = 0,3 mg kg'*; Pb = 0,5 mg kg (Brasil, 2013;

MERCOSUL, 2011)! e cacau em pé: Cd = 0,6 mg kg (EU, 2014)2.

Regido: CM: Costa do Marfim; BA: Bahia; ES: Espirito Santo; PA: Para; RO: Rond6nia e EQ: Equador.

[Figura

1]
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Figura 1. Gréficos Box-plot das distribuicbes de dados em (a) Cd e (b) Pb por regibes
produtoras. CM: Costa do Marfim; BA: Bahia; ES: Espirito Santo; PA: Para; RO: Rondbnia
e EQ: Equador EQ. A linha vermelha tracejada representa o limite maximo permitido de Cd

e Pb para pasta de cacau estabelecido pelo o Mercosul (Brasil, 2013).

As amostras de améndoas das diferentes regides apresentaram intervalo de
concentracdo para Cd entre <0,0015 e 1,59 mg kg*, tendo sido detectado em todas as
regides estudadas. Os maiores teores de Cd encontrados no estudo foram nas améndoas
de cacau procedentes das regides PA, com valor médio de 0,129 + 0,149 mg kg, e EQ,
com valor médio de 1,153 + 0,364 mg kg, sendo que nessas regides, trés amostras do
PA (10%) e quatro amostras do EQ (100%) tiveram niveis superiores ao limite maximo
estabelecido nas regulamentacdes do Brasil e Mercosul (0,3 mg kg!). Quando comparados
com a regulamentacdo da Unido Europeia, esses niveis estdo acima do limite maximo (0,6
mg kg') em todas as amostras do EQ.

As amostras do EQ apresentaram ainda resultados similares aos relatados na
literatura para améndoas de cacau provenientes do Equador e do Peru (Romero-Estévez
etal., 2019; Arévalo-Gardini et al. 2017), enquanto que nas regides do Brasil e CM menores
teores foram encontrados. Esses resultados séo esperados uma vez que a regido noroeste
da América do Sul apresenta solos com teores mais elevados de Cd (Chavez et al., 2015).

A presenca elevada desse elemento também pode ser proveniente da atividade de
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extracao de petréleo que ocorre na regido da Amazoénia Equatoriana. Barraza et al. (2017)
relatou teores de Cd acima da legislacdo em amostras de solo dessa regido, sendo que
nesses solos uma maior concentracao de Cd € encontrada nas camadas superficiais (2,23
+ 0,07 mg kg?) em relacdo as camadas mais profundas: 0,73 + 0,01 mg kg™.

Conforme exposto na tabela 2, o contaminante Pb foi detectado nas améndoas da
Africa, do Equador e das diferentes regiées do Brasil, em um intervalo de concentraco de
<0,022 a 2,528 mg kg'.Os maiores teores de Pb foram detectados em améndoas
provenientes de regides do Brasil, sendo o maior valor (2,528 mg kg?) encontrado em
amostra do PA. As amostras do PA apresentaram a maior média de concentracdo (0,985
+ 0,656 mg kg?) seguido da regido BA (0,727 + 0,583 mg kg?),ES (0,533 + 0,178 mg kg?)
e RO (0,397 + 0,216 mg kg?). Os menores valores médios para o contaminante Pb foram
detectados nas amostras procedentes do Equador (EQ).

Ao comparar os dados obtidos com a legislacdo do Brasil e do Mercosul, verifica-
se gque foram encontrados teores superiores aos limites maximos estabelecidos para Pb
(0,5 mg kg?) em 9 amostras da CM (75%), 23 do PA (79%), 19 da BA (58%), 5 de RO
(63%) e 3 do ES (75%) (Brasil, 2013; MERCOSUL, 2011). Enquanto que as amostras da
regido EQ estdo de acordo com os limites maximos estabelecidos.

Na tabela 3 estédo apresentados teores de Cd e Pb em amostras de améndoas de
cacau reportados nos ultimos 5 anos. Conforme se pode observar, existe uma grande
variagdo nos teores desses elementos nas diferentes regides produtoras, sendo 0s maiores
teores reportados nas regibes do Equador e Peru. Essa grande variacdo também foi
observada no presente estudo, onde os niveis apresentaram consideravel variacao entre

as diferentes regides produtoras estudadas.

[Tabela 3]
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Tabela 3. Concentracdes médias de Cd e Pb (mg kg™) reportadas em trabalhos recentes

da literatura para améndoas de cacau e derivados (cacau em pd), procedentes das

principais regibes produtoras do mundo.

Analito (mg kg %)

Cacau Origem n Referéncia
Cd Pb
Améndoa o 86 0,25 0,50 Mohamed
Malasia (2020)
P6 97 0,33 0,27
Esmeraldas 9 1,22 1,83
ga?r:?n 9 0,420 1,97 Romero-Estévez
. omingo (2019)
Améndoa  Equador Guayas 9 1,73 1,75
Napo 9 0,280 0,502
Tumbes 10 1,78 2,75
Piura 10 1,55 3,78
Cajamarca 10 0,770 1,00
Amazona,s 10 0,970 2,15 Arévalo-Gardini
San Martin 10 0,790 1,67
Hué 10 0,640 1,50 (2017)
A uanuco , )
Améndoa  Peru Junin 10 0,410 2,67
Cuzco 10 0,170 1,00
Nibs América Latina 7 0,620 0,003 Abt (2018)
Améndoa Republica Dominicana 6 0,128 0,162 Kruszewski
(2018)
) - Lo Dico
P Italia 35 0,159 0,417 (2018)
Africa Ocidental 21 0,093 0,108
Lesta da Africa 8 0,508 0,101 )
Améndoa  Asia 8 0,328 0,097 Bertoldi
América do Sul 14 1,39 0,068 (2016)
América Central 10 0,544 0,053
Camaroes 10 0,050 0,370
Améndoa  Nigéria 10 0,020 0,520 Vitola
Gana 10 0,017 0,320 (2016)

“Amostras obtidas de mercados da Italia.

3.3 Ocorréncia de Cd e Pb em améndoas de cacau torradas e produtos derivados do

processamento para producdo de chocolate

Foi realizado um processamento em escala piloto para verificar a ocorréncia e o

comportamento dos contaminantes Cd e Pb durante o processamento de améndoas de
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cacau e a obtencdo dos produtos derivados. As améndoas foram processadas utilizando o
método “bulk” (ICCO, 2007) descrito anteriormente.

A amostra de améndoa fermentada e seca utilizada no processo apresentou hivel
de Cd de 0,113 + 0,003 mg kg™. Apés o processamento, foi observada a sua presenca nos
diferentes produtos derivados do cacau: cascas (0,124 + 0,004 mg kg?); cacau em pé
(0,111 + 0,010 mg kg™); liquor (0,060 + 0,006 mg kg?) e manteiga (ndo detectado <0,0015
mg kg?). Yanus et al., (2014) avaliaram os contaminantes nas etapas do processamento
das améndoas e diferentemente do presente estudo, encontraram os menores teores de
Cd nas cascas, enquanto que no cacau em p6 foram detectados os maiores teores,
discordando com o presente estudo.

O balanco de massa (Figura 2) do processamento de cacau e distribuicdo do Cd
indica que a maior parte do Cd ficou retida na etapa de moagem no residuo do moinho
(59%), enquanto 35% foram transferidos para o produto derivado liquor e 6% ficaram na
casca. Na etapa de prensagem, todo o Cd presente no liquor foi transferido para o p6é de
cacau (100%), sendo que a manteiga e o0 residuo da prensa ndo apresentaram
contaminacéo (0%). Os dados obtidos mostram uma tendéncia do contaminante inorganico
em permanecer nas fracdes néo lipidicas da améndoa. Em chocolates meio amargos,
contendo um maior teor de sélidos (cacau em pd), ocorre maior contaminacao por Cd do
que nos chocolates ao leite e branco, que apresentam maior quantidade de manteiga de

cacau ou leite em p6 (Villa et al., 2014).

[Figura 2]
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Figura 2.Balanco de massa para Cd(%) nos produtos derivados do cacau durante a

moagem e prensagem.

Para o Pb foram encontrados teores menores que o limite de quantificagéo (<0,022
mg kg?) nos derivados do processamento, com excegdo da casca, onde foi encontrado

0,142 + 0,006 mg kg* e, portanto, néo foi possivel estudar a sua distribuicéo.

3.4  Avaliagdo da estimativa de exposi¢éo aos contaminantes Cd e Pb pelo consumo de
chocolates

A avaliacdo da estimativa de ingestdo dos contaminantes Cd e Pb foi calculada
considerando o pior cenério possivel. Para tal foram utilizadas as maiores concentracées
de Cd e Pb detectadas nas améndoas de cacau e foi considerado que todo o contaminante
presente na améndoa foi transferido para o produto final (chocolate). Foi considerado um
valor de ingestdo de chocolate de 15,75 g/dia, baseado no consumo per capita anual de
5,75 kg de chocolate no Brasil (MDCI, 2018), e 60 kg de peso corpéreo para adultos e 15

kg para criangas. Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 4.

[Tabela 4]
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Tabela 4. Avaliacdo da estimativa de exposicdo aos contaminantes Cd e Pb.

Consideracdes: teores maximos (mg kg?) por regido estudada e consumo de 479,16 g

(mensal) e 15,75 g (diario) de chocolate 100% cacau por adultos (60 kg) e criancas (15 kg).

Adultos (60 kg)

Criancas (15 kg)

) Concentracéo
Origem . ] . Estimativa de
R maxima Estimativa de
Elemento  améndoa % Ingest&o %
encontrada  |ngestdo mensal
cacau 4 PTMI mensal PTMI
(mg kg™) (Hg/kg pc)
(Hg/kg pc)
BA 0,213 1,70 6,80 27
CM 0,064 0,51 2,04 8
cd ES 0,158 1,26 5 5,05 20
PA 0,819 6,54 26 26,16 105
RO 0,076 0,61 2 2,43 10
EQ 1,60 12,80 51 51,10 204
Estimativa de Estimativa de
- % . %
Ingestéo diéria Ingestao diaria
BMDLox BMDLo1
(ug/kg pe) (ug/kg pe)
BA 2,17 0,57 5 2,28 19
CM 1,04 0,27 2 1,09 9
Pb ES 0,756 0,20 2 0,79
PA 2,52 0,66 6 2,65 22
RO 0,624 0,16 1 0,66 5
EQ 0,050 0,01 0 0,05 0

PTMI (Provisional Tolerable Monthly Intake) para Cd = 25 pug kg peso corpéreo; BMDLoz1 (Benchmark dose of 1%

extra risk for developmental neurotoxicity) para Pb = 12 ug kg peso corpéreo.

CM: Costa do Marfim; BA: Bahia; ES: Espirito Santo; PA: Para, RO: Rondbnia e EQ: Equador.

De acordo com os dados da tabela 4, a estimativa de ingestdo mensal de Cd variou

de 0,51 a 12,80 pg/kg pc, para adultos, e 2,04 a 51,10 pg/kg pc, para criangas. Os maiores

valores foram obtidos quando foi considerado um chocolate produzido a partir de

améndoas da regido EQ, onde as ingestfes atingiriam 51% da PTMI para adultos e 204%

para criancas. Quando consideradas améndoas da regido PA, a ingestédo estimada de Cd

representou 26% da PTMI para adultos e 105% para criangas. Nesses dois cenarios,

apenas o consumo de chocolate j& seria suficiente para que criangas ultrapassassem a

ingestdo toleravel mensal de Cd. A estimativa diaria de Pb, levando em conta as mesmas
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consideragdes, resultou por sua vez, em estimativas de ingestéo diaria de 0,01 a 0,66 pg/kg
pc, para adultos, e 0,05 a 2,65 ug/kg pc, para criancas, atingindo um maximo de 6% da
BMDL,; para adultos e 22% para criangas na regido PA.

O maior consumidor per capita de chocolate do mundo € a Alemanha com média
de 11,1 kg/ano, ou seja, 30,4 g/dia (Chocosuisse, 2018). Fazendo as mesmas
consideracdes para esse mercado, a estimativa de ingestdo mensal para Cd atingiria até
99% da PTMI para adultos e 395% para criancas. Enquanto que para Pb a ingestéo diaria
seria de até 11% da BMDLo; para adultos e 43% para criancas.

A avaliacéo de risco a partir do calculo do quociente de risco (THQ) utilizando as
mesmas considerac¢des aplicadas para a avaliagdo de PTMI para Cd e BMDLo: para Pb
mostraram resultados inferiores a 1. Para que os valores de THQ ultrapassem a unidade
(THQ > 1), com possibilidade de risco, € necesséario um consumo de chocolate de 42 g/dia
para Cd e 80 g/dia para Pb, valores que podem ocorrer a consumidores frequentes de
chocolate. Os dados obtidos no presente estudo mostram que o consumo de chocolate
produzido a partir de améndoas de cacau contendo Cd e Pb podem contribuir na ingestéo

de elementos toxicos.

4. Conclusao

O método de digestdo de amostras por via seca e quantificacdo por ICP OES
mostrou-se adequado para a determinacdo dos teores de Cd e Pb em amostras de
améndoas de cacau e derivados, sendo obtidos valores satisfatorios para exatidao e
preciséo.

Foram encontrados teores de Cd e Pb superiores aos limites maximos
estabelecidos pelas legislagbes do Brasil e do MERCOSUL em 8% e 66% das amostras,
respectivamente. As amostras procedentes do Equador (EQ) apresentaram 0s maiores

teores médios de Cd e os menores de Ph, enquanto que os maiores niveis de Pb foram
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encontrados em améndoas do Brasil, das regides PA e BA, indicando uma forte relagéo
com a origem de cultivo e producdo. O uso de améndoas de diferentes regides (blends) na
fabricacéo de produtos de cacau pode ser uma alternativa na reducao dos niveis desses
contaminantes no produto final destinado ao consumidor.

Os resultados obtidos mostram que um consumo superior a 42g de chocolate por
dia pode representar um risco a saude dos consumidores adultos e que as criancas estao
mais susceptiveis ao risco por esses contaminantes, por se tratar de um produto com
grande apelo infantil.

Os resultados apontam que, além do Cd, a presenca de Pb em améndoas de cacau
pode ser um problema para a salde dos consumidores e que este contaminante deve ser

investigado.
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CONCLUSOES

O método de digestdo de amostras por via seca e quantificacdo por ICP OES
mostrou-se adequado para a determinacéo dos teores de caddmio e chumbo em amostras
de améndoas de cacau e derivados, sendo obtidos valores satisfatdrios para exatidao (90
e 104%) e preciséo (CV < 6%).

Os teores de cadmio e chumbo em améndoas de cacau estdo relacionados a
origem de cultivo e producdo, sendo o Cd predominante na regido do Para (Brasil) e
Equador, e Pb nas regibes Para e Bahia (Brasil).Os teores encontrados nas amostras
foram superiores aos limites maximos estabelecidos pelas legislacbes do Brasil e do
MERCOSUL para Cd e Pb (0,3 mg kg*e 0,5 mg kg?, respectivamente) em 8% (Cd) e 66%
(Pb) das amostras. Os resultados apontam a presenca de Pb em améndoas de cacau como
um problema que deve ser investigado em estudos futuros.

A presenca de cascas das améndoas de cacau nas etapas de moagem e
prensagem para a producéo de chocolate indicou tendéncia de Cd nos derivados liquor e
cacau em po e o Pb foi detectado apenas em cascas de améndoas de cacau. Deste modo,
a préatica de retirada das cascas é recomendada para diminuicdo dos niveis desses
contaminantes.

A exposi¢do aos contaminantes inorganicos foi estimada com base no pior cenario
possivel, ou seja, um chocolate 100% cacau com os maiores teores de Cd e Pb
determinados nas analises. Assim, 0 consumo de chocolate obtido a partir de améndoas
de cacau contaminadas por Cd, pode ultrapassar 100% da PTMI para criancas. Nas
condi¢cbes do calculo a exposi¢do a longo prazo para Pb com o consumo de chocolate
superior a 42g/dia pode levar a THQ > 1, indicando preocupacdo a saude. O uso de
améndoas de diferentes regifes (blends) na fabricacdo de produtos de cacau pode ser
uma alternativa na reducao dos niveis desses contaminantes no produto final destinado ao
consumidor.

O cacau produzido no Equador, Brasil e Africa tem qualidade necesséria para a
elaboracédo de chocolates, porém altas concentracées de contaminantes inorganicos estao
presentes em amostras dessas regibes e podem produzir alimentos com teores destes
metais que excedem os valores maximos estabelecidos pelas legislacdes nacional e
internacional. A contaminagdo ambiental em cultivos agricolas por metais € um problema
mundial que apresenta riscos aos humanos, animais, microbiota, contaminagédo de 4guas
superficies e profundas.

Tendo em vista a demanda dos consumidores por informacfes referentes as

guestdes de seguranca dos alimentos, verifica-se que a ferramenta de rastreabilidade se
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torna cada vez mais uma importante agenda para o comércio global do cacau. Os
mercados atuais exigem niveis seguros de residuos de pesticidas, micotoxinas,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), contaminantes inorganicos, entre outros,
em améndoas de cacau e produtos derivados. Para tanto € necessario conhecer as fontes
de contaminacdo na cadeia de produtiva cacaueira e compreender a rota do cacau desde
a fazenda até o processamento final. Logo, os paises estao atribuindo regulamentacdes
mais rigorosas e neste contexto, os produtores e setores industriais devem estar
atualizados das normas vigentes que regem as questdes de seguranca dos alimentos e

higiene a fim de tomarem as medidas necessérias.
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