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RESUMO - Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs) sdo agentes carcinogénicos que podem ser
gerados durante as etapas de processamento térmico, uma vez que altas temperaturas sdo utilizadas nos graos de
cacau e produtos de caca que sdo utilizados na producdo do chocolate. O presente estudo avaliou a presenca de
quatro HPAs prioritarios em amostras de chocolate com 40% a 70% de cacau. O benzo[a]pireno (BaP) foi
encontrado em todos os chocolates, com concentragdes entre 1,58 e 4,34 ug.kg™! de gordura, e a soma dos quatro
HPAs variou entre 12,94 e 28,87 ug.kg! de gordura, todos abaixo dos limites estabelecidos pela Comunidade
Europeia. Os resultados indicaram baixa contamina¢do dos HPAs nos chocolates analisados, no entanto mais
amostras devem ser avaliadas para o monitoramento desses compostos em chocolates.

ABSTRACT - Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are carcinogenic agents that can be generated during
thermal processing steps, since high temperatures are used in cocoa beans and cocoa products that are used in the
production of chocolate. The present study evaluated the presence of four priority PAHs in chocolate samples
with 40% to 70% cocoa. Benzo[a]pyrene (BaP) was found in all chocolates, with concentrations between 1.58
and 4.34 pgkg! of fat, and the sum of the four PAHs varied between 12.94 and 28.87 pg .kg™! of fat, all below
the limits established by the European Community. The results indicated low HPA contamination in the analyzed
chocolates, however more samples should be evaluated to monitor these compounds in chocolates.
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1. INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo compostos organicos com dois ou mais anéis
aromaticos fundidos. Esses hidrocarbonetos sdo considerados poluentes e sdo formados durante processos de
combustdo e apresentam com potencial carcionogénico e mutagénico (Zelinkova e Wenzl, 2015; Abdel-Shafy e
Mansour, 2016). A formagdo dos HPAs ocorre por meio de trés fontes: ambiental, petrogénica e pirogénica. As
fontes pirogénicas sdo aquelas obtidas a partir de processos utilizados pela industria de alimentos que utilizam
altas temperaturas, como secagem, fermentagdo, torra, defumacdo. Além destes, outros processos realizados em
ambiente domiciliar, como cozinhar, fritar, grelhar e assar (gés natural e carvao vegetal), também sdo responsaveis
por gerar HPAs, ja que utilizam fontes de calor (Rose et al., 2015; Singh e Agarwal, 2018).

Agéncias regulamentadoras, como a Comissdo Europeia (CE), estabeleceram limites maximos para
quatro HPAs prioritarios em alguns grupos de alimentos. Para graos de cacau e produtos de cacau os limites sdo
de 5,0 pg/kg de gordura para o benzo[a]pireno (BaP), € 30,0 ug/kg de gordura para a soma dos quatro HPAs, BaP,
benzo[a]antraceno (BaA), benzo[b]fluoranteno (BbF) e criseno (Cri). Esses quatro HPAs sdo considerados pela
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Agéncia Internacional de Pesquisas do Cancer (IARC) como possivelmente carcinogénicos (BaA, BbF e Cri) e
carcinogénico para humanos (BaP) (IARC, 2010; CE, 2011; TARC, 2012).

Produtos do cacau (Theobromacacao L.), como o chocolate, a manteiga de cacau, a massa de cacau e o
cacau em po sdo submetidos a altas temperaturas durante longos periodos de tempo durante seu processo de
produgdo, podendo acarretar na formacdo exacerbada de a HPAs. Além disso, ingredientes utilizados na
composi¢do do chocolate, como o aglcar e o leite em pd, podem ser fontes de contaminagdo por HPAs
(ZyZelewiczet al., 2017; Predan et al., 2019). Estudos internacionais indicaram concentragdes elevadas de HPAs,
que ultrapassavam os limites da legislacdo, em amostras de chocolates (bombons de chocolate, chocolate ao leite
e chocolate amargo) e produtos de cacau (manteiga de cacau, cacau em p6 ¢ massa de cacau) (Kumari et al., 2012;
Raters e Matissek, 2014).

No Brasil ndo ha estudos sobre a contaminagdo de chocolates por HPAs. Considerando o risco que estes
compostos podem trazer a saide da populagdo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de HPAs em
chocolates comerciais do tipo amargo.

2. MATERIAL E METODOS

Vinte barras de chocolates amargo de 9 diferentes marcas, foram obtidas no comércio da cidade de Sdo
Paulo, SP, com porcentagens de solidos de cacau (massa, pasta e/ou licor) declaradas entre 40 e 75 % de cacau.
Padrdes individuais de HPAs foram adquiridos em solu¢do (empresa Supelco), os solventes utilizados foram grau
PA (etanol, éter etilico) e HPLC (n-hexano e acetonitrila), € a agua ultrapurificada pelo sistema Milli-Q.

A determinacdo dos lipideos foi realizada em duplicata por Soxhlet, utilizando éter etilico ¢ 3 g de
amostra, segundo metodologia sugerida por Hawthorne et al. (2000), com modificagdes.

As etapas de para saponificacdo, extragdo e purificacdo dos HPAs foram realizadas segundo Kumari et
al. (2012), Raters ¢ Matissek (2014) e Bogdanovi¢ et al. (2019). Para saponificagdo, 1 g de chocolate foi
homogeneizado com 5 mL de hidroxido de potassio 2,0 M em etanol. A solugdo foi deixada durante 3 h em banho-
maria a 42°C com agitagdo controlada e protegida da luz. Para extracéo liquido-liquido, foram adicionados 5 mL
de agua destilada e 10 mL de n-hexano, homogeneizados em vortex para separacdo da fase organica, que foi
transferida para funil de separacdo, sendo repetido o procedimento por trés ciclos de extragdo. A fase contendo n-
hexano foi lavada 30 mL com 4gua deionizada e filtrada em filtro de papel contendo 5 g de sulfato de sddio. O
extrato foi evaporado, e o residuo ressuspendido em 6 mL de acetonitrila. Para a etapa de purificacdo, foi usado
um cartucho de extracdo em fase solida (SPE) de silica (500 mg, 6 mL) pré-condicionado com 3 mL de
acetonitrila, e o extrato foi adicionado, sendo recolhido o extrato, que foi evaporado até secagem total. Ao residuo,
foi adicionado 1 mL de acetonitrila, filtrado em membrana de 0,22 pm, e recolhido em vial ambar.

As condigdes cromatograficas para os HPAs foram fundamentadas nos trabalhos de Camargo et al. (2011)
e Silva et al. (2017), com adaptacdes. Foi utilizado um sistema HPLC da Shimadzu (Toquio, Japao) equipado
com bomba (LC-20 AT), injetor automatico (SIL-20AC), controlador (CBM-20A), forno de coluna (CTO-20A)
e detector de fluorescéncia (RF- 10AXL). Uma coluna C18 Shim Pack VP-ODS (C18, 250 x 4,6 mm., 5 um,
Shimadzu), protegida por coluna de prote¢do (Shimadzu, TYO, Japdo), foram empregadas para a separagdo dos
HPas, com fase modvel com fluxo de 1,5 mL.min- 1 e gradiente (A: 4gua, B: acetonitrila): 50% de B por 0 a 20
min. , 70% B por 20,01 - 50 min., 100% B por 50,01 - 55 min e retornando as condi¢des iniciais até 60 min.
Outras condigdes utilizadas foram: inje¢do automatica de 30 pL, temperatura forno de 35°C, comprimentos de
onda de excita¢@o e emissao: 270/390 nm (BaA e Cri) e 290/430 nm (BbF e BaP).

A validacdo dos HPAs foi realizada de acordo com os testes de linearidade, seletividade, exatidao,
precisdo (repetibilidade), limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ), propostos pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Padronizagdo e Qualidade Industrial INMETRO, 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados dos lipideos totais estdo apresentados na Tabela 1. Os valores das amostras variaram entre
26,90 g/100 g até 41, 84 g/100 g (Tabela 1). Dentre as gorduras presentes no chocolate a principal ¢ a manteiga
de cacau (caracteristica do chocolate), mas outras gorduras como 6leo de palma, manteiga de karité e 6leo de
manga podem ser usadas, com o objetivo de reduzir o custo das matérias-primas ou modificar as caracteristicas
sensoriais do produto final (Maldonado-Pereira et al., 2018).

A validagao para os quatro HPAs em chocolates demonstrou resultados adequados para os parametros
avaliados. Os coeficientes de correlagdo alcangaram valores superiores a 0,990, e ndo houve interferéncia de
matriz apenas para o BaP. As recuperacdes variaram de 90,9 a 108,1% e os valores de desvio padrdo relativo
estavam abaixo de 10% (0,14 - 7,25%), confirmando a exatidao e a precisdo do método. Os resultados de LD para
BaA, Cri, BbF e BaP foram de 0,54, 0,57, 0,51 € 0,11 ug.kg !, respectivamente, ¢ LQ foram 0,50 ug.kg ! para
BaP e 1,00 pg.kg ! para os outros trés HPAs, demonstrando a sensibilidade do método para o fim proposto.

Em todos os chocolates analisados foram identificados os quatro HPAs prioritarios (Tabela 1). As faixa
de concentra¢do para BaP variaram entre 1,58 ug.kg™! (chocolate 40% cacau) e 4,34 pgkg'! (chocolate 70%
cacau), € para a soma dos quatro HPAs, entre 12,94 pg.kg! (chocolate 60% cacau) e 28,87 ng.kg' (chocolate
70% cacau), todos abaixo de 5,0 ug/kg de gordura para o benzo[a]pireno ¢ 30,0 ug/kg para a soma dos quatro
HPAs, valores estes que sdo limites maximos de estabelecidos pela Comissdo Européia (CE, 2011).

Criseno foi o hidrocarboneto encontrado em maior concentracdo dentre os avaliados com valores entre
5,84 ng. kg™ (chocolate amargo sem teor de cacau declarado) e 11,63 pg. kg™ (chocolate 70% cacau), resultados
acima dos encontrados por Kumari et al. (2012), que obtiveram apenas uma amostra com valores de criseno
superior a 2,91 ug. kg '. Este pode ser um resultando relevante, visto que o monitoramento de forma isolada de
BaP como marcador pode ndo ser um indicativo da contaminag¢ao de alimentos por HPAs, indicando a necessidade
de avaliacdo de mais componentes.

Tabela 1 — Teores de lipideos e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em chocolates (média,
minimo e maximo)

Amostras Lipideos totais Concentracio de HPAs (ug.kg ! de lipideos)

(g/100 g de BaA Cri BbF BaP > 4 HPAs
chocolate)
40%cacau 26,90 3,26 7,82 3,23 1,58 13,55
(n=4) (10,15 - 39,38) (<LQ-4,51) (5,56-16,02) (<LQ-3,56) (<LQ-1,87) (8,57-26,38)
53% cacau 36,61 5,22 9,09 3,72 2,54 20,58
n=1) (36,59 — 36,64) (4,25-6,19) (8,04-10,14) (2,74—-4,70) (1,95-3,13) (16,99 —24,16)
55% cacau 36,02 3,87 7,67 <LQ 1,78 16,06
n=1) (36,01 —36,03) (3,60 —4,14) (7,23 -38,10) (1,74 -1,82) (15,08 —17,03)
60% cacau 32,39 <LQ 7,15 <LQ <LQ 12,94
n=1) (33,44 - 31,35) (6,48 — 7,82) (11,13 — 14,75)
70% cacau 38,07 6,81 11,63 5,47 4,34 28,87
(n=4) (26,68 —40,09) (3,10-10,25) (6,62 —-13,76) (2,38-6,93) (1,41-7,94) (13,61 -37,48)
Amargo sem 41,84 3,82 5,84 2,08 2,25 10,60

% de cacau (36,02 — 64,03) (2,65-5,41) (4,69-17,17) (<LQ-2,12) (<LQ-3,32) (9,14-1545)
declarado
(n=3)

LQ: 1,00 pgkg! para benzo[a]antraceno, criseno (Cri) e benzo[b]fluoranteno (BbF); 0,50 pgkg!' para
benzo[a]pireno (BaP)

As amostras de chocolate 70% de cacau apresentaram os maiores valores médios para todos os quatro
HPAs analisados, indicando uma possivel relagio com a quantidade de produtos de cacau adicionados aos
chocolates. De acordo com as pesquisas de Misnawi (2012) e Raters e Matissek (2014), produtos de cacau
apresentaram concentragdes significativas de BaP e para a soma dos quatro HPAs, como massa de cacau (0,32
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ugkg! e 3,80 ug.kg'), manteiga de cacau (0,96 pg.kg! e 12,44 ugkg') e cacau em po (1,07 ug.kg' e 8,86
ngkgh).

4. CONCLUSOES

O benzo[a]pireno (BaP) foi encontrado em todos os chocolates, com concentragdes entre 1,58 ¢ 4,34
ug.kg! de gordura, e a soma dos quatro HPAs variou entre 12,94 ¢ 28,87 pg.kg™! de gordura, todos abaixo dos
limites estabelecidos pela Comunidade Europeia, indicando baixa contaminagdo dos HPAs nos chocolates
analisados. O hidrocarboneto encontrado em maior concentrag@o foi o criseno. Os resultados sugerem que uma
maior quantidade de produtos de cacau (massa de cacau, po de cacau e manteiga de cacau) pode contribuir para a
bioacumulagdo desses contaminantes no chocolate. Assim, novos estudos com maior nimero de amostras serao
necessarios, em especial para monitorar a contaminacao dos chocolates pelo HPAs durante todo o processo de
produgdo.
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