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RESUMEN

Existe una creciente preocupacion respecto al contenido de cadmio (Cd) en los productos
derivados del cacao, como la cocoa en polvo; lo que ha llevado al establecimiento de
valores de ingesta maxima tolerable de este metal y a la disminucién de los niveles
maximos (NM) aceptados. En este sentido, es necesario realizar un control sobre los
niveles de Cd en estos alimentos, contando con métodos analiticos confiables y amigables
con el medio ambiente. Con ese objetivo se desarroll6 y validé un método analitico para la
determinacién de Cd en cocoas puras y en su preparacion con leche, la forma de consumo
mas popular en nuestro pais. El método resulté adecuado para el fin definido y presenté
como ventaja un menor consumo de acidos concentrados que el método de referencia de
la AOAC International (2016b). Se aplicé para un sondeo del contenido de Cd en muestras
disponibles en el mercado local de Montevideo, Uruguay. Si bien todas las muestras
tuvieron concentraciones detectables de Cd, resultaron inferiores al NM establecido.
Palabras clave: contaminantes inorganicos, espectrometria atdmica, seguridad alimentaria.
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ABSTRACT

There is a growing concern regarding the cadmium (Cd) levels in cacao products and
cocoa derivates. This concern led to the establishment of a tolerable intake and to
decrease of the maximum levels (ML). For this reason, levels of Cd on these foods need to
be monitored and it is necessary to have reliable and environmentally friendly analytical
methods. To fit with this purpose, an analytical method for the determination of Cd in
cocoa powder and its preparation with milk was developed and validated. The method
turned out to be adequate for the objectives, with the advantage of a minor consumption
of acid during the sample preparation that the AOAC International (2016b). This method
was applied for the determination of Cd concentration in samples from the local market
in Montevideo, Uruguay. Although all samples have a detectable Cd concentration, all
where bellow the maximum levels accepted.

Keywords: inorganic contaminants, atomic spectrometry, food safety.

RESUMO

Nos ultimos anos tem aumentado a preocupacdo respeito ao contedido de cadmio (Cd)
nos produtos derivados do cacau, como por exemplo, o cacau em pé. Essa preocupagao
levou a fixar uma ingesta maxima toleravel do metal e a diminuir os niveis maximos (NM)
aceitos. Por esses motivos, torna-se necessaria a realizagdo de controles dos niveis de Cd
nos alimentos mencionados, e para isto, contar com metodologias analiticas de confianca
e amigdveis com o meio ambiente. Com esse objetivo se desenvolveu e validou uma
metodologia para a determinacdo de Cd em cacau em p6 puro e preparado com leite,
principal forma de consumo no nosso pais. A metodologia provou-se adequada para o
fim proposto e apresentou como vantagem um menor consumo de acidos concentrados
em comparagdo com a metodologia oficial da AOAC International (2016b). A metodologia
foi aplicada na realiza¢do de uma sondagem da quantidade de Cd em amostras do
mercado local da cidade de Montevideu, Uruguai. Embora todas as amostras tiveram
concentragdes detectaveis de Cd, todas foram inferiores ao NM estabelecido.
Palavras-chave: contaminantes inorganicos, espectrometria atbmica, seguranca alimentar.

INTRODUCCION

El cacao (fruto de la planta Theobroma cacao L.) y sus productos derivados son
ampliamente consumidos a nivel mundial. El cultivo del cacao es una practica tradicional
y de suma relevancia para el comercio en varios paises de América Latina y el Caribe (LAC)
(Alcivar et al., 2022). Esta practica se realiza desde Brasil hasta México y ocupa cerca de 1,8
millones de hectdreas en la regién (Sanchez Arizo et. al, 2019).

El consumo regular y moderado de cacao o sus derivados ha sido relacionado con
beneficios para la salud debido a su alto contenido de polifenoles, como los flavonoides.
Se ha reportado que su ingesta tiene un papel relevante en la prevencion y el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares, y sobre la resistencia a la insulina, entre otros efectos
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benéficos (Hooper et al., 2012). Sin embargo, existe preocupacion respecto al aporte a la
dieta humana de metales potencialmente tdxicos que podrian contener estos alimentos,
ya que la planta de donde se obtiene el cacao es capaz de acumular diversos metales
(Chavez et al., 2016). Un contaminante inorganico que ha ganado relevancia en los tltimos
afios es el cadmio (Cd), cuya presencia en las distintas partes de la planta ocurre en

mayor o menor medida, dependiendo de factores como el tipo de suelo y la utilizacién de
fertilizantes fosforados, entre otros (Gramlich et al., 2017).

El Cd es un metal que no tiene ninguna funcién biolégica en los seres vivos. Esta
presente en el ambiente debido al aporte de fuentes naturales, como la actividad
volcanica, y fuentes antropogénicas, como la quema de combustibles, la mineria, la
manufactura y el uso de fertilizantes que contienen Cd (World Health Organization, 2019).
También se utiliza en la industria de pinturas, plasticos, soldaduras y compone las baterias
de niquel-cadmio (Alcivar et al., 2022).

La ingesta es la principal via de exposicidn al Cd. Y si bien la absorcién gastrointestinal
de este elemento es baja -aproximadamente 5 % (Godt et al., 2006; Vanderschueren et al.,
2022)-, la preocupacién respecto a este contaminante ha crecido en los ultimos afios.

La exposicién crénica al metal puede causar dafios en los rifiones, huesos y pulmones
debido a su similaridad con otros metales como zinc y calcio, pudiendo afectar sus
metabolismos (Godt et al., 2006).

Desde hace algunos afios existe una gran controversia respecto a la contribucion de
la cocoa en polvo y otros productos derivados del cacao a la exposicién alimentaria al Cd,
sobre todo en nifios, quienes son los principales consumidores de este tipo de productos.
Mientras que en 2013 el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) (World Health Organization y FAO, 2013) concluyé que los productos derivados
del cacao no tienen una contribucién relevante de Cd a la dieta, otro organismo europeo
como la European Food Safety Authority (EFSA) publicé el afio anterior un informe
donde se afirma que si lo hacen (European Food Safety Authority, 2012; World Health
Organization y FAQ, 2013).

Debido a esto, la EFSA establecié una ingesta semanal tolerable de 2,5 pg Cd kg~
de peso corporal. Por otra parte, el JECFA instaurd un valor provisional mensual mucho
menos severo de 25 pg Cd kg de peso corporal (resultando una ingesta semanal
tolerable de aproximadamente 6 pg Cd kg de peso corporal).

En 2014, la Comisién Reguladora de la Unidn Europea establecié niveles maximos
(NM) permitidos de Cd en productos derivados del cacao (European Commission, 2014).
Estos NM fueron adoptados por el Codex Alimentarius algunos afios mas tarde (Codex
Alimentarius Commission, 2018).

Recientemente, el Codex Alimentarius, mediante el Comité de Contaminantes
en Alimentos, disminuyd aun mas los NM de Cd en productos derivados del cacao,
entre ellos la cocoa en polvo. Se fijé un limite maximo de 2 mg Cd kg-' en cocoa que
contenga o declare 100 % del total de sélidos de cacao sobre la base de materia seca
(Codex Alimentarius Commission, 2021a). Esta reduccién en el NM causé nuevamente
controversia debido al aumento en la taza de rechazo de las exportaciones, y sus
consecuencias para el mercado y para los paises productores de cacao, principalmente
para los exportadores de LAC (Codex Alimentarius Commission, 2021b).
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La discusion generada en torno a los nuevos niveles evidencid la falta de datos
cientificos sobre el contenido de Cd en productos derivados del cacao y su aporte a
la ingesta total. La necesidad de contar con estos datos demuestra la relevancia del
desarrollo de métodos analiticos confiables para estas determinaciones.

Este trabajo presenta el desarrollo y la validacién de un método analitico para la
determinacién de Cd en cocoa en polvo y una evaluacion preliminar de la concentracién
de Cd en cocoas presentes en el mercado local de la ciudad de Montevideo, Uruguay. Por
otra parte, teniendo en cuenta que la cocoa en polvo no es consumida directamente y que
su principal forma de consumo es en preparaciones con leche, se realiz la determinacién
de Cd en una mezcla de cocoa con leche para realizar una estimacién primaria de la
transferencia de Cd a una preparacién de leche chocolatada.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Los patrones de calibracién se prepararon a partir de una disolucién estandar de Cd
comercial para absorcién atémica de 1000 mg L (Fluka, NY, USA) y utilizando acido nitrico
(HNOs) 4,5 mol L, preparado a partir de HNO; 67 % v/v (Merck, Darmstadt, Alemania).

Se utilizé una disolucién de Pd(NOs), 500 mg L' como modificador de matriz, preparada
a partir de una disoluciéon comercial de Pd(NOs), 10 g L' (Merck, Darmstadt, Alemania).

Se empled agua ultrapura de resistividad 18,2 MQcm (ASTM Tipo I), obtenida mediante
un purificador Millipore Direct-Q 3 U (Millipore, Bedford, MA, USA).

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica o superior. El material
empleado se descontamind previamente utilizando acido nitrico 10 % v/v y se enjuagé
exhaustivamente con agua ultrapura.

Muestras

Se analizaron 5 muestras de cocoa en polvo que cumplian con la definicidn de “cocoa
en polvo que contiene o declara el 100 % del total de sélidos de cacao sobre la base de
materia seca, lista para el consumo”, disponibles en el mercado local de la ciudad de
Montevideo, Uruguay.

Tratamiento de muestras

Cocoa preparada con leche

La leche chocolatada se prepar6 siguiendo las indicaciones de preparacion sugeridas en
los paquetes de las muestras, 3 g de polvo de cocoa se disolvieron en 50 mL de leche

entera a 60 °C, se homogeneizd y se dejé llegar a temperatura ambiente. Posteriormente
se realiz6 la toma en peso correspondiente para la digestion.
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Digestion

Se realizé una digestion acida asistida por microondas utilizando un equipo digestor
CEM, Mars 6, provisto con 12 vasos del tipo Easy Prep Plus® (Matthews, NC, USA). Se
pesaron 0,5 g de muestra (cocoa en polvo en base tal cual o cocoa preparada como leche
chocolatada) en los vasos de reaccién del equipo de microondas y se agregaron 10mL de
HNO; (4,5 mol L"). La digestion de muestras complejas utilizando acido diluido ha sido
previamente reportada por nuestro grupo de investigacion, como una alternativa al uso
de reactivos concentrados, disminuyendo asi la cantidad y peligrosidad de los residuos
(Machado et al., 2016, Pistdn et al., 2019, Iaquinta et al., 2021).

Se utilizé un método de digestién disefiado para alimentos provisto por el equipo.
Consiste en una rampa de calentamiento que alcanzé una temperatura de 210 °Cy
luego se mantuvo a esta temperatura durante 15 min. Después del enfriado se realizé
un transvase cuantitativo del producto de la digestidn y se llevé a un volumen final de
13,00 mL con agua ultrapura.

Determinacion de cadmio

Las determinaciones analiticas se realizaron mediante la técnica de espectrometria de
absorcion atémica con atomizacion electrotérmica (ETAAS), utilizando un equipo Thermo
Scientific iCE 3500 equipado con médulo atomizador de horno de grafito calefaccionado
transversalmente (GFS35Z) y un médulo automuestreador (GFS33) (Cambridge, Reino
Unido). Se us6 5 pg de paladio como modificador de matriz, la longitud de onda de
medida fue de 228,8 nm. En la Figura 1 se presenta el programa de optimizacién de las
temperaturas de pirdlisis y atomizacién obtenidos.

0,16 0,12 -
0,14 0,10 4
0,12
0,10 - 0,08 1
3 3
& 0,08 £ 0,06 -
0.06 7 0,04
0,04 -
0,02 4 0,02 -
0,00 T T ; 0,00 T T T
700 800 900 1200 1400 1600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

(a) (b)

FIGURA 1. Programas de optimizacién de las temperaturas de pirdlisis (a) y atomizacién (b).

De acuerdo con esta optimizacién se seleccionan las condiciones experimentales que
se presentan en la Tabla 1.
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TABLA 1. Programa de temperatura para la determinacién de cadmio.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (s) Flujo de gas (L min-)
Secado 110 °C 40 03
Pirdlisis 700 °C 12 0,3
Atomizacién 1200 °C 3 Apagado
Limpieza 2500 °C 5 0,3

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y se determinaron en simultaneo los
blancos de reactivos.

Validacion del método analitico

Para la evaluacién de la metodologia desarrollada se determinaron las principales cifras
de mérito recomendadas por la guia europea de validacién Eurachem: linealidad, limites
de deteccién y cuantificacién, precisién y veracidad (Magnusson y Ornemark, 2014).

Los limites de deteccidn (LD) y cuantificacién (LC) fueron expresados como el contenido
del analito correspondiente a 3y 10 veces la desviacién estandar de la concentracién del
blanco (criterio 3sy 10s). La linealidad fue evaluada mediante inspeccién visual de las curvas
de calibracién, el valor del coeficiente de determinacion (R?) y el estudio de aleatoriedad
de los residuales. La precisién fue estudiada como desviacion estandar relativa porcentual
(RSD %) utilizando réplicas de muestra (n = 5). La veracidad fue evaluada como porcentaje
de recuperacion a partir de material de referencia certificado de leche descremada en polvo
para elementos traza (ERM-BD150, valor certificado 0,0114 + 0,0029 mg Cd kg") y de harina
de arroz (1568a NIST, valor certificado 0,022 + 0,002 mg Cd kg") y a partir de fortificaciones
sobre muestra (3 g L0 78 pg kg', n = 4).

RESULTADOS Y DISCUSION
Validacién del método analitico
Los resultados de la validacion se presentan en la Tabla 2.

TABLA 2. Cifras de mérito obtenidas.

Limite de deteccién (mg kg en base hiumeda / pg L) 0,003/0,103
Limite de cuantificacién (mg kg-1 en base himeda / pug L") 0,009/ 0,342
Veracidad (% recuperacion) (n = 4)* 69 - 106
Precision (RSD %) (n = 5) 2,3%
Linealidad (0 - 4 pg L) R2>0,99

*Rango obtenido considerando analisis de CRM ERM-BD150, CRM 1568a NIST y fortificaciones
sobre muestra a 3 pg L*
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Si bien las cifras de mérito estarian indicando que el método analitico es adecuado
para el fin propuesto, en analisis de alimentos se deben considerar los criterios de calidad
fijados por la AOAC. Estos criterios se establecen para métodos de rutina destinados
a la vigilancia de metales pesados en alimentos y bebidas, segin la monografia AOAC
2012.007 (AOAC International, 2016a).

Respecto a la detectabilidad, la AOAC establece que el limite de deteccién debe
ser menor a 10 ug kg expresado en la matriz sélida, criterio que el método propuesto
cumple ampliamente. Ademas, considerando el NM establecido para Cd (2 mg kg), es de
destacar que los limites de deteccidn y cuantificacién del método propuesto son inferiores
por varios 6rdenes, por lo que la detectabilidad resulté adecuada para esta aplicacion.
Asimismo, son del orden de los obtenidos por reportes anteriores, como el de Lo Dico
et al. (2018), para un estudio similar.

Para la evaluacion de la precisidn, se establece que el RSD % en condiciones de
repetibilidad debe ser menor al 15 % para los niveles de concentracion considerados, una
exigencia mayor a la que surge de la distribucién de Horwitz, cercana al 20 % para la
concentracion de trabajo (Rivera y Rodriguez, 2010). El método propuesto presenta una
precisién superior, considerando cualquiera de los criterios. Por ultimo, segun la AOAC, la
veracidad evaluada como porcentaje de recuperacion (ya sea de materiales de referencia
o de muestras fortificadas) se debe encontrar entre 60 y 115 %; los valores obtenidos por
el método propuesto estan dentro de ese rango, por lo que se consideran adecuados para
nuestros niveles de trabajo.

Es asi que el método desarrollado cuenta con las caracteristicas de desempefio
adecuadas para el objetivo planteado. Ademas, se utiliza solamente acido nitrico diluido
como reactivo para la digestién, lo que ofrece una ventaja respecto al método de
referencia de la AOAC 999.10:2005 (AOAC International, 2016b).

Determinacion de Cd en muestras

En esta evaluacién se encontré gran variabilidad en las concentraciones de Cd en las
distintas muestras, que puede deberse a sus diferencias de origen. Factores como el pH
del suelo, la cantidad de materia organica, el contenido de iones como zincy calcio -que
dependiendo de sus niveles compiten con la absorcién de Cd- también pueden afectar
la cantidad y distribucién del Cd en la planta. Ademas, las condiciones de plantacién

y manejo del cacao, asi como el uso de fertilizantes, también generan variabilidad
(Gramlich et al., 2017). Solamente dos de las muestras analizadas indicaban su origen,
siendo una de ellas de Brasil y la otra de Peru.

Por otra parte, para todas las muestras analizadas el contenido de Cd hallado fue
menor al NM establecido por el Codex Alimentarius (2 mg kg) (Codex Alimentarius
Commission, 2021a). No obstante, todas las muestras contenian Cd en valores
cuantificables, lo que justifica ampliamente el monitoreo de este alimento para recopilar
datos y realizar estudios sobre cdmo afectaria a la salud el consumo habitual del
metal durante un largo periodo de tiempo, aunque sea en muy pequefias cantidades.
Resulta muy importante también considerar la forma en que se consume este producto,
generalmente en otras preparaciones derivadas, lo que puede disminuir su verdadero
acceso a los organismos vivos.
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Respecto a la evaluacién de la transferencia del Cd desde la cocoa hacia una
preparacién como una leche chocolatada, se realizé un ensayo simple en el que la
transferencia resulté ser menor al 21 %. Si bien es necesario tener en cuenta que pueden
existir variaciones en la transferencia debido a otros factores, como el tipo de leche o
la cocoa utilizada, esto muestra que el contenido del elemento realmente ingerido es
bastante inferior al contenido total. Cabe aclarar que la leche utilizada en la preparacién
fue analizada en forma independiente para determinar el posible aporte de Cd, y el metal
no fue detectado.

Estos estudios de transferencia no suelen ser reportados, pero son una primera
aproximacién de relevancia ya que estiman de mejor manera la cantidad que
efectivamente es ingerida. Es claro que si la materia prima de partida esta dentro de los
NM admitidos se espera que los derivados sean seguros, pero hay que tener presente
también los intereses comerciales de los paises productores, quienes se veran muy
afectados por las tasas de rechazo de sus productos.

Los resultados obtenidos a partir de las muestras analizadas se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3. Concentracion de cadmio en muestras del mercado local.

Muestra Concentracion * s (mg kg-)

1 0,086 + 0,001
2 0,240 + 0,006
3 0,052 + 0,006
4 0,364 +0,011
5 0,418+ 0,016
Cocoa preparada con leche (n = 6) <0,003

s: desviacién estandar de duplicados de muestra.
Concentracién: valor promedio de duplicados de muestra.

Aproximacion a la contribucion a la ingesta semanal tolerable

A modo de ejemplo, solamente para reafirmar la importancia de los monitoreos, los cuales
se pueden realizar utilizando el método propuesto, se considerd una situacién hipotética:
el consumo de cocoa preparada con leche entera siguiendo la preparacion sugerida por los
fabricantes (2 cucharadas o0 12 g de cocoa en polvo por taza de preparacion); considerando
que el polvo de cocoa tuviese una concentracién media de Cd, como la de los resultados
obtenidos (0,240 mg kg), y suponiendo un consumo semanal de 7 tazas de leche
preparada con esta cocoa (1 taza al dia). El consumo de Cd en estas condiciones seria de

20 pg, lo que representaria un 40 % de la ingesta semanal tolerable establecida por la EFSA
(2,5 pg Cd kg de peso corporal) para un nifio promedio de 6 afios y 20 kg de peso corporal.
Esta situacion hipotética considerd un 100 % de transferencia del Cd desde la cocoa a la
leche chocolatada consumida, lo cual es una situacion conservadora.
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En el sondeo realizado, la transferencia de Cd desde una de las cocoas hacia la
preparacion resulté ser muy inferior; este hallazgo sugiere una menor contribucion a la
ingesta semanal tolerable. Sin embargo, no hay estudios que indiquen como afectara
este consumo en pequefias cantidades a lo largo de la vida, ya que el Cd estd presente en
estos alimentos y seguramente en otros que se consumen en la dieta total.

Cabe destacar que la ingesta semanal tolerable es la maxima cantidad, en este
caso de Cd, que puede ingerir una persona semanalmente, durante toda su vida, sin
manifestar efectos adversos (European Food Safety Authority, s.d.). Ademas, para el
establecimiento de este valor es necesario realizar estudios que contemplen variables
que van desde el contenido total de Cd en los distintos alimentos hasta los habitos de
consumo regionales y por edades, y considerando factores como la transferencia o
pérdida de elemento durante la preparacion o la absorcién del elemento al organismo
luego de todos los procesos gastrointestinales. Los factores mencionados ponen de
manifiesto que se necesitan mas estudios para evaluar la contribucién de Cd a través de
la dieta en las personas, y sus consecuencias a la salud.

Es claro que estos estudios deben realizarse con mayor nimero de muestras para
confirmar tendencias y obtener conclusiones que aporten en la toma de decisiones.

CONCLUSIONES

Se desarrolld y validéd un método analitico para la determinacién de Cd en cocoa en polvo
y su preparacion con leche que cumplié con todas las especificaciones requeridas para ser
considerado una alternativa confiable de andlisis de estos alimentos. Ademas, el método
desarrollado es mas amigable con el ambiente dado que disminuye el consumo de acido
concentrado respecto al método de referencia de la AOAC para analisis de alimentos.

Se realiz6 una evaluacién preliminar del contenido de Cd en cocoas en polvo
disponibles en el mercado local de Montevideo, constatandose una variacién importante
en las concentraciones halladas y encontrandose todos los valores muy por debajo del
nivel maximo establecido por el Codex Alimentarius (Codex Alimentarius Commission,
2021a). Complementariamente, se discutié sobre el posible aporte de Cd de este alimento
alaingesta semanal tolerable. En este sentido, es importante que se realicen monitoreos
de los niveles de este contaminante en productos derivados del cacao, ya que el producto
estudiado contiene niveles detectables del metal. Si bien las cantidades halladas son
pequefias, es un producto de consumo a largo plazo. El monitoreo colaboraria a la
generacion de una base de datos para evaluar el posible efecto de una ingesta prolongada.
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