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RESUMO

O agticar ndo centrifugado (ANC), também chamado de rapadura no Brasil ou panela na
Colombia, ¢ tradicionalmente consumido como doce e/ou adogante nas regides que
cultivam cana de agucar e comercializado em forma de bloco ou granulado. Além do
tratamento térmico (120-132 °C) como uma das etapas de produgdo, o caldo extraido da
cana contém agucares redutores e aminoacidos na composi¢do, os quais favorecem a
reacdo de Maillard resultando na formagéo de acrilamida, um composto potencialmente
carcinogénico e genotoxico. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar os niveis de
acrilamida em amostras de ANC comercializadas em diferentes paises da América Latina,
incluindo Brasil, Colombia, Equador, México, Bolivia e Peru. Para isso, um método
analitico baseado no preparo de amostra QUEChERS e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) foi validado, o qual apresentou limite
de detecgdo (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ) de 10 € 20 ug kg™!, respectivamente,
recuperagdes entre 84,3 e 107,5%, além de coeficientes de variagcdo abaixo de 15%, sob
condi¢des de repetibilidade e reprodutibilidade. As 76 amostras de ANC analisadas
apresentaram niveis de acrilamida que variaram entre <20 e 1414 pg kg'. As
concentragdes mais altas foram encontradas nas amostras do Peru, Equador ¢ Colombia
com médias de 636 + 418, 446 + 337 € 401 + 278 pg kg!, respectivamente. As amostras
comercializadas em forma granulada apresentaram uma média maior de conteudo de
acrilamida (517 + 313 ug kg') quando comparadas com as de bloco (294 + 262 ug kg™).
Além disso, as amostras da Colombia classificadas como orgénicas apresentaram valores
maiores (721 + 217 ug kg') quando comparadas com as convencionais (363 + 261
ug kg!). As diferengas no nivel de acrilamida nas amostras podem ser atribuidas a
diversos fatores, como o tempo e temperatura utilizados no processo de elaboracado, a
composi¢ao inicial da cana de agucar e o tipo de aglutinante empregado. A ingestao de
acrilamida no Brasil para grandes consumidores de ANC, como o Estado do Ceara, foi
estimada em 0,02 pg kg™! de peso corporeo (pc) dia™!, enquanto que na Coldmbia, criangas
entre 1 e 4 anos da regido Central apresentaram ingestdo de 3,52 pg kg™ pc dia! no
percentil 95. Embora este contaminante ndo deva representar uma preocupacdo em
relacdo a neurotoxicidade, os valores da margem de exposi¢cdo para efeitos neoplasicos
sdo0 baixos e sugerem atengao.

Palavras-chave: Contaminante de processamento; reacdo de Maillard; avaliagdo do

risco; rapadura.



ABSTRACT

Non-centrifugal sugar (NCS), also called rapadura in Brazil or panela in Colombia, is
traditionally consumed as a sweet and/or sweetener in regions that cultivate sugar cane
and sold in block or granulated forms. In addition to the heat treatment (120-132 °C) as
one of the production steps, the juice extracted from sugarcane contains reducing sugars
and amino acids in the composition, which favor the Maillard reaction resulting in the
formation of acrylamide, a potentially carcinogenic and genotoxic compound. Thus, the
objective of this work was to evaluate the levels of acrylamide in NCS samples sold in
different countries in Latin America, including Brazil, Colombia, Ecuador, Mexico,
Bolivia and Peru. For that, a liquid chromatography tandem mass spectrometry method
(LC-MS/MS) preceded by a rapid and simple QuUEChERS-based sample preparation was
validated, which presented a limit of detection (LOD) and a limit of quantification (LOQ)
of 10 and 20 pg kg'!, respectively, recoveries between 84.3 and 107.5%, and coefficients
of variation below 15% under conditions of repeatability and reproducibility. The 76 NCS
samples analyzed showed acrylamide levels that varied between <20 and 1414 pg kg™
The highest concentrations were found in the samples from Peru, Ecuador and Colombia
with averages of 636 + 418, 446 + 337 and 401 + 278 pg kg™!, respectively. The samples
sold in granulated form had a higher average of acrylamide content (517 + 313 ug kg™!)
when compared to the block (294 + 262 pg kg™'). In addition, samples from Colombia
classified as organic showed higher values (721 + 217 pg kg') when compared to
conventional samples (363 + 261 ug kg!). The differences in the level of acrylamide in
the samples can be attributed to several factors, such as the time and temperature used in
the elaboration process, the initial composition of the sugarcane and the type of flocculant
used. The intake of acrylamide in Brazil for high NCS consumers, such as the State of
Ceara, was estimated at 0.02 ug kg!' of body weight (bw) day"!, while in Colombia,
children between 1 and 4 years of age from the Central region showed an intake of
3.52 pg kg!' bw day! in the 95th percentile. Although this contaminant should not
represent a concern in relation to neurotoxicity, the margin of exposure values for

neoplastic effects are low and suggest attention.

Keywords: Process contaminant; Maillard reaction; risk assessment; rapadura.
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INTRODUCAO GERAL

Actcar ndo centrifugado (ANC), tecnicamente nomeado assim pela
Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO) (FAO, 1994),
¢ o produto s6lido obtido a partir da evaporagdo, concentragdo e cristalizagdo do caldo de
cana de agtcar (Saccharum officinarum L.) até uma concentracdo maior que 90 °Brix,
cujo processo de elaboracdo pode variar de pais para pais (FAO, 2014). Ao contrario do
agucar refinado, seu processo de elaborag@o ndo inclui a etapa de centrifugacdo onde s@o
separados os cristais de sacarose dos outros componentes do caldo. O ANC pode ser
conhecido por diferentes nomes como jaggery (Sul de Asia), panela (Coldombia,
Equador), rapadura (Brasil), muscovado (Filipinas) e kokuto (Japdao) e tem sido
consumido, tradicionalmente, como doce ou adogante nas regides produtoras de cana de

agticar e comercializado em forma de bloco ou granulado (JAFFE, 2013).

O principal produtor mundial de ANC ¢é a India, seguida pela Colombia
(FAOSTAT, 2017), a qual ocupa o primeiro lugar em termos de consumo per capita (19
quilos/ano), uma vez que 87% da populagdo colombiana incluem ANC na lista de
compras (DINERO, 2014). Em paises como a Colombia, o produto ¢ dissolvido em agua
e entdo consumido como uma bebida chamada “aguapanela ou agua de panela”, podendo
também ser misturado com leite e oferecido as criangas nas mamadeiras (VARGAS,
2016). Ja no Brasil, a rapadura ¢ popularmente consumida de forma direta sem dilui¢ao
e, inclusive, esta inserida na merenda escolar em alguns estados do Nordeste, como Ceara,
Paraiba e Pernambuco (EMBRAPA, s.d). Atualmente, produtores colombianos tém
exportado ANC para paises como Coreia do Sul, Espanha, Italia, Australia, Canada,
Estados Unidos e Argentina. Particularmente, do ponto de vista nutricional, ANC tem se
destacado em relag@o ao agtlicar convencional pela alta concentracdo de minerais, alguns

compostos fenolicos, proteinas e vitaminas (INS, 2012).

A cana de agucar apresenta diferentes compostos nitrogenados em sua
composicdo, incluindo aminoacidos, amidas, oligopeptideos e proteinas em menor
proporcao, sendo os aminoacidos livres, em destaque a asparagina, os que permanecem
no caldo de cana. Também, destacam-se os agucares redutores glicose e frutose, cuja
concentragdo pode aumentar significativamente durante a preparacdo do ANC devido a
hidrolise da sacarose (INS, 2012). Consequentemente, a elevada concentracdo de

aglcares redutores e a presenca de asparagina, em condi¢des de processamento sob
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temperaturas acima de 120 °C, pode levar a formacdo de compostos de interesse
toxicologico como a acrilamida (ARISSETO; TOLEDO, 2006). Segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), a acrilamida ¢ classificada como um

provavel carcinégeno humano (grupo 2A) (IARC, 1994).

A acrilamida é considerada uma questdo de interesse para a saude publica
devido a sua ocorréncia em alimentos de consumo comum, como batata frita, cereais
matinais e paes. De acordo com Baron (2016), o ANC foi o produto que mais contribuiu
para a exposi¢cdo média da populagdo da cidade de Bogotd, na Colombia, a acrilamida.
Desde sua descoberta em 2002, pesquisas relacionadas com o mecanismo de formacgao
desse contaminante, estimativas de consumo e novas metodologias analiticas para sua
determinagdo em diferentes matrizes estdo sendo desenvolvidas a fim de minimizar sua

presenga em alimentos (PAN et al., 2020).

Diferentes métodos analiticos foram publicados e a selecdo da metodologia
apropriada ¢ baseada principalmente no tipo de produto alimenticio (matriz de amostra),
estrutura e propriedades da acrilamida (ORACZ; NEBESNY; ZYZELEWICZ, 2011),
mas as técnicas mais utilizadas sdo cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (LC-MS/MS), tendo a ultima grandes vantagens, como alta
reprodutibilidade, seletividade e sensibilidade, além de requerer menor tempo de analise
e, em termos gerais, protocolos "mais simples" do que os métodos de derivatizagdo para

andlise por GC-MS (GOKMEN, 2016).

Existem poucos artigos cientificos que descrevem a metodologia de preparo
de amostras para analise de acrilamida em ANC. Eles usam principalmente solu¢des para
precipitacdo de proteinas e acucares, além de extragdo em fase solida (SPE) para o
processo de limpeza (GOMEZ-NARVAEZ et al., 2019; MESIAS et al., 2020). O preparo
de amostras a base de QUEChERS (Rapido, Facil, Barato, Eficaz, Robusto e Seguro),
método de extracdo e limpeza proposto por Anastassiades et al. (2003) para analise de
residuos de agrotoxicos, ja foi relatado para a determinacdo de acrilamida em algumas
matrizes (MASTOVSKA; LEHOTAY, 2006; ANDACIC et al., 2020; DIBABA et al.,
2018; SURMA et al., 2017; PETRARCA et al., 2017); no entanto, essa abordagem nao

foi aplicada para ANC até o presente.
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Alimentos ricos em carboidratos tém sido os principais produtos investigados
quanto a ocorréncia de acrilamida; no entanto, ainda hd poucos estudos sobre os niveis
deste contaminante em ANC, cujos dados disponiveis até o momento sdo basicamente
provenientes de paises como Coldmbia, Peru, China e Japdo. Nesse contexto, o presente
projeto de pesquisa € pioneiro em avaliar ¢ comparar os niveis de acrilamida em ANC
produzido e comercializado em diferentes paises da América Latina, incluindo Brasil,
Colombia, Equador, México, Bolivia e Peru, através do desenvolvimento de um método
analitico baseado no preparo de amostra QUEChERS e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), além de ser o primeiro trabalho que

faz um estudo preliminar da exposicdo a acrilamida através da rapadura no Brasil.

O Capitulo 1 desta dissertagdo trata-se de uma revisdo bibliografica sobre o
agtcar ndo centrifugado e a acrilamida. Sdo apresentadas as principais caracteristicas da
cana de agtcar, o caldo de cana de agucar ¢ sua composi¢do, os produtos elaborados a
partir do caldo de cana, o agucar ndo centrifugado e seu processamento, a acrilamida, a
sua ocorréncia em alimentos, o mecanismo de formagao, os aspectos toxicolégicos, além

dos riscos a saude, as estratégias de mitigacdo e os métodos analiticos.

O Capitulo 2 apresenta um artigo a ser submetido para a revista “Food
Additives & Contaminants”, da editora Taylor & Francis. Nele estdo contemplados todos

os resultados obtidos nos experimentos realizados ao longo do curso de mestrado.



CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1. Cana de acucar

A cana de agucar (Saccharum officinarum L.) é a maior cultura do mundo em
quantidade de produgdo, com 1,8 bilhdo de toneladas produzidos em 2017, sendo que o
Brasil representa 40% do total mundial (FAOSTAT, 2017). Em 2012, a Organizagao das
Nagoes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO) estimou que cerca de 26 milhdes
de hectares (64 milhdes de acres), em mais de 90 paises, cultivavam a cana de acticar, que
¢ utilizada principalmente para a produgdo de acucar e etanol. Os produtos a base de
aglicares provenientes da cana de agucar podem ser classificados em trés grandes grupos:
i) agucar centrifugado cru; ii) agucar refinado; e iii) agucar ndo centrifugado (ANC)

(FAO, 1994).

A cana de agucar ¢ constituida basicamente por agua (65 a 80%) e solidos
totais dissolvidos (20 a 35%). Dos soélidos totais, destacam-se os agucares (sacarose,
glicose ¢ frutose), as substincias nitrogenadas (aminoacidos livres, amidas,
oligopeptideos e proteinas em menor propor¢ao, sendo os aminoacidos livres aqueles que
permanecem no caldo da cana), os lipideos (ceras), além de pectinas, acidos organicos,
pigmentos e compostos inorganicos, estes Ultimos representados pelas cinzas (INS,

2012).

A composi¢do quimica média da cana de agucar para elaboracdo de acticar
ndo centrifugado ¢ apresentada na Tabela 1, destacando-se os aminoacidos com
composi¢do de 0,2% e asparagina caracterizada como amida em 0,07%. Foi demonstrado
que a asparagina é o aminoacido predominante nos tecidos vegetais da cana de agtcar,
com 72 a 85% do total de aminoacidos livres presentes (LOIRET et al., 2009). Da mesma
forma, asparagina, acido aspartico, glutamina, acido glutdmico e prolina foram listados
como os aminoacidos mais abundantes no caldo de cana (LOIRET et al., 2009; YANG &
HUANG, 1983); no entanto, esta ponderacdo pode variar dependendo da variedade da

planta, do tecido, da fertilizagdo ou das suas interagdes endofiticas.
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Tabela 1. Composi¢do média da cana de agucar.

Componentes Média (%) Componentes Média (%)
Agua 74,50 Aminodcidos (acido aspartico) 0,20
Acticares totais 14,00 Acido nitrico 0,01
Sacarose 12,50 Fibra Total 10,00
Glicose 0,90 Gorduras e ceras 0,20
Frutose 0,60 Pectina e gomas 0,20
Substincias nitrogenadas totais 0,40 Acidos livres 0,08
Albuminas 0,12 Acidos combinados 0,11
Amidas (asparagina) 0,07 Outros 0,51

Fonte: Adaptado de CIMPA (1992).
2. Produtos elaborados a partir do caldo de cana de agtlicar

O caldo de cana ou garapa ¢ o nome que se da ao liquido extraido através do
processo de moagem da cana de agticar. E considerado um liquido viscoso, de aparéncia
opaca e cor amarelo esverdeado, de composi¢do quimica bastante complexa e variavel
(LIMA, 2012). A composi¢do de agucares redutores no caldo de cana varia de 4 a 8%
(glicose e frutose) (LARRAHONDO, 1995), porém, durante o seu processamento, o teor

de agucares redutores pode aumentar devido a hidrdlise acida da sacarose.

A partir do caldo de cana ¢é possivel elaborar diferentes tipos de produtos
como o agucar mascavo, a rapadura, o melado e o agucar refinado. Os trés primeiros
fazem parte dos chamados produtos ndo centrifugados e sdo obtidos através de métodos
tradicionais como a evaporacdo e concentracdo do caldo de cana de agucar, mas sem a
inclusdo da etapa de centrifugacdo onde sdo separados os cristais de sacarose dos outros
componentes do caldo, o que a faz com que sua composi¢do quimica contenha, além da
sacarose, glicose e frutose, varios minerais importantes como calcio, fosforo, ferro,
potassio e magnésio, entre outros (RODRIGUEZ, 2004). Ja o agtcar refinado tem uma
etapa de centrifugacdo além de um processo quimico de branqueamento e refinamento

(ALAVES, 2010).

O processamento do caldo de cana para a producdo de agliicar mascavo,
rapadura e melado segue praticamente o mesmo fluxograma, sendo utilizados os mesmos
equipamentos e matéria prima. A diferenca esta na adi¢@o de insumos e no tempo em que
se atinge o “ponto” (temperatura e concentragdo ideais) para obtencdo de cada um dos

trés produtos como mostrado na Tabela 2 (EMBRAPA, 2014).
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Tabela 2. Variagdes de temperatura e de concentragao para o controle do ponto final de

diferentes tipos de produtos ndo centrifugados.

Produto Temperatura (°C) Concentracio (°Brix)
Melado 106 a 108 74a78
Rapadura 114 a 120 88 a9l
Actcar mascavo 123 a 126 92 a93

Fonte: EMBRAPA (2014).

Como descrito por Olimpio (2014), o processo produtivo do agticar mascavo,
rapadura e melado ¢ tipico da pequena produgdo agroindustrial, adotando técnicas,
maquinas e equipamentos e modo de producdo, quase em sua totalidade, arcaico,
originando um produto de baixa qualidade. Todas as etapas da producdo sdo realizadas
de forma bastante artesanal, com pouquissima incorporagdo tecnolédgica, recorrendo a
processos manuais €, normalmente, com poucos cuidados com a qualidade e higiene.
Além disso, muitos produtores ndo controlam a temperatura do processo € somente o

“ponto” ¢ determinado de forma experimental.

3. Acucar nio centrifugado

Acucar ndo centrifugado (ANC), tecnicamente nomeado assim pela
Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO) (FAO, 1994),
¢ o produto solido obtido a partir da evaporagéo, concentragdo e cristalizagdo do caldo de
cana de agucar (Saccharum officinarum L.) até uma concentragcdo maior que 90 °Brix

(FAO, 2014; MESIAS et al., 2020).

Segundo dados da FAOSTAT (FAOSTAT, 2017), 32 paises no mundo
produzem ANC, sendo que a India é responsavel por 60,4% de toda a produgdo mundial,
acompanhada da Colombia com 12,2% (Figura 1), que também ¢ o maior consumidor do
mundo com cerca de 19 quilos por habitante, por ano (ICBF, 2020). O Brasil ¢ o quarto
produtor mundial, com 494 mil toneladas e tem o consumo de 0,121 quilo por habitante,
por ano (IBGE, 2011). A Tabela 3 mostra os diferentes nomes pelos quais o0 ANC ¢

conhecido ao redor do mundo.
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Tabela 3. Nomes do agucar ndo centrifugado (ANC).
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M India
u Colombia
B Myanmar
Brazil
H China
M China, mainland
M Bangladesh
M Pakistan
M Philippines

H Otros

FAOSTAT (2017).

Regido Pais Nome
Asia India, Paquistio Jaggery, Gur
Tailandia Namtan Tanode
Japao Kokuto, Black sugar (Kuro Sato)
Filipinas Moscavado, Panocha, Panutsa
América Latina  México Piloncillo
Guatemala Panela, Rapadura

Costa Rica, Nicardgua
Panama

Colombia, Equador

Tapa dulce, Dulce

Panela, Raspadura

Panela

Venezuela Papelon, Panela

Peru, Bolivia Chancaca

Brasil Rapadura

Argentina Azlcar integral, Azlcar panela
Africa Nigéria, Quénia, Africa do Sul Jaggery

Paises de lingua swabhili Sukari Njumru
Europa, Reino Unido Unrefined muscovado
América do F C d
Norte ranga assonade

Alemanha Vollrohrzucker

EUA Raw sugar, Evaporated cane juice,

Unrefined sugar

Fonte: JAFFE (2013).
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O ANC ¢ consumido como doce e adogante na maioria das regides que
cultivam cana de agucar no mundo. Em paises como a Colombia, o produto é consumido
como uma bebida chamada “aguapanela ou agua de panela”, podendo também ser
misturado com leite e oferecido as criancas nas mamadeiras (VARGAS, 2016). Ja no
Brasil, a rapadura ¢ popularmente consumida de forma direta sem diluigdo e, inclusive,
esta inserida na merenda escolar em alguns estados do Nordeste, como Ceara, Paraiba ¢

Pernambuco (EMBRAPA, s.d).

Ao ANC foram atribuidas propriedades benéficas para a saide como
capacidade antioxidante, devido a retencdo de grande quantidade de compostos fenolicos
¢ flavonoides do caldo de cana (VELASQUEZ et al., 2019; ASIKIN et al., 2016;
COLINA et al., 2012; PAYET; SING; SMADIJA, 2005); de protecdo contra a oxidagdo
do DNA (HARISH NAYAKA etal., 2009; KADAM et al., 2008) e prevencao de doengas
do pulmio (SAHU; PAUL, 1998; SOLIS et al., 2006). Além disso, o ANC tem o maior
teor de policosanol e aldeido de cadeia longa, que sdo componentes que podem ter efeitos
benéficos na saude humana (WEERAWATANAKORN et al., 2016). A sua composi¢ao

quimica € encontrada na Tabela 4.

Tabela 4. Composi¢do quimica/nutricional média do ANC.

Componentes Média Componentes Média
Umidade (g/100g) 7,0 Minerais (mg/100g)
Carboidratos (g/100g) 88,3 Potassio 116,7
Sacarose 79,4 Calcio 172,8
Acucar invertido 8,5 Magnésio 61,7
Substincias nitrogenadas

(g/100g) Fosforo 60,4
Nitrogénio total 0,1 Saédio 56,0
Proteina 0,5 Ferro 5,3
Gorduras Totais (g/100g) 0,2 Manganeés 1,2
Fibra Alimentar (g/100g) 0,2 Zinco 1,5
Cinzas (g/100g) 1,3 Fluor 5,7

Fonte: CORPOICA, 2004.

As tendéncias globais para diminuir o consumo de alimentos industrializados
favorecem o ressurgimento deste adogante natural. Neste sentido, o desenvolvimento de
novas apresentacdes ¢ melhora da qualidade do produto representam algumas das

estratégias para promover o seu uso (MUJICA; GUERRA; SOTO, 2008).
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3.1. Processamento de agtlicar niio centrifugado

Apesar de variar de pais para pais, o processo de fabricacdo do ANC consiste,
de maneira geral, na moagem da cana, clarificacdo e evaporacdo do caldo até obter um
mel concentrado (mais de 90 °Brix), que ¢ batido, moldado e resfriado para atingir a
solidificagdo (MESIAS et al., 2020, FAO, 2014). A Figura 2 apresenta o fluxograma do
processo de elaboragdo de ANC, o qual divide-se nas etapas descritas a seguir.

P E—
'\ COLHEITA |

N

1CANA DE‘ ;R(;UCAR
- ————————————— RECEPGACE |~~~ ——— ——— —— ———
I 2 [ PESAGEM | I
2 = |
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| z | lCALDO DE CANAI( "Guarapa”) &;,\ ’
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| | OXIDO DE CALCIO (CAL) H— CALAGEM I |
: I ]E.Tﬁoféi““*‘l | COMBUSTAQC | I
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Figura 2. Processo de elaboracdo de agticar ndo centrifugado. Adaptado de INS (2012).

Colheita: Esta etapa corresponde as operagdes de corte, transporte e
armazenamento da cana. Segundo Osorio (2007), a durag@o dessa operacdo deve ser no
maximo de trés dias, para evitar a desidratacdo do caule (ou colmo) e a aceleragdo no
desdobramento da sacarose (glicose e frutose), o que provoca uma diminui¢do na
producdo e na qualidade do ANC. Segundo Dezfuly, Mahadevaiah e Demappa (2013), se

a cana for moida apo6s 24 horas, o pH do caldo sera reduzido, o que propicia a inversdo
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da sacarose e gera um maior consumo de aglutinantes durante a etapa de clarificacdo,

tornando a fabricacdo mais cara.

Recepcao e pesagem: A cana de agucar ¢ recebida ¢ pesada, para que o

rendimento do processo seja estimado.

Extracdo - Moagem: A cana passa por um preparo onde ocorre sua
desintegragdo para facilitar a extragdo do caldo contido nas células, utilizando
equipamentos chamados desfibradores. Em seguida, o material é passado por um engenho
para extragdo do caldo (também conhecido como "garapa"), que tem um minimo de 45%
do peso da cana que entrou na moagem sendo que, nesta fase, pode haver adi¢ao de agua
para aumentar a eficiéncia do processo e facilitar a extragdo de sacarose (VELASQUEZ
et al., 2019). O residuo sélido resultante desta etapa ¢ conhecido como bagaco, que é
usado como combustivel para as caldeiras a vapor depois de perder parte de sua umidade

restante quando & seco ao ar livre (SATIN, 2018).

Calagem: Para facilitar o processo de clarificagdo, a acidez do caldo ¢
ajustada para um pH entre 5,8 e 6,2 pela adi¢do de 6xido de calcio (leite de cal), hidroxido
de s6dio ou carbonato de sodio (VELASQUEZ et al., 2019), pois estas substancias
contribuem para a aglomeragdo dos solidos, garantem a cristalizacdo e evitam que a
sacarose se decomponha e se transforme em agucares redutores (SATIN, 2018). Dada a
sua composi¢cdo quimica complexa, o seu aquecimento sem corre¢do dessa acidez
provoca um escurecimento demasiado do produto. Nas instalagdes mais simples
(pequenos engenhos), normalmente, ndo se faz a corre¢do da acidez do caldo de cana

(PAES; FERNANDES; BARBOSA, 2003).

Clarificacdo: O objetivo dessa etapa ¢ eliminar a quantidade maxima de
impurezas presentes no caldo de cana (folhas, bagacilho, proteinas coaguladas e ceras,
dentre outras), visando obter um caldo claro, limpido e brilhante, que permita a produgéo
de ANC de qualidade e de coloragdo mais clara e atrativa. A limpeza dos caldos ocorre
através da coagulagdo, floculacdo e precipitacdo dos coloides e¢ substancias corantes,
eliminadas por decantacao e filtracdo (LIMA, 2012). A eliminacdo de material estranho
¢ de especial importancia na fabricagdo de ANC granulado, uma vez que constitui uma

barreira para a cristalizacdo (DEZFULY; MAHADEVAIAH; DEMAPPA, 2013).
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A clarificagdo do caldo envolve um efeito combinado de aquecimento e acdo
de alguns compostos aglutinantes. Dentre esses compostos, podem ser utilizados
aglutinantes naturais como balso (Heliocarpus americanus L), cadilho (Triumpheta
lapputa L), guasimo (Guazuma ulmifolia) (Figura 3) ou cinza da casca de café, que sdo
mucilagens vegetais obtidas de caules, folhas e/ou frutos de algumas plantas naturais.
Estes compostos s@o macerados e misturados com a agua, formando uma substancia
mucilaginosa que, quando aplicada ao caldo de cana quente, aglutina e flocula as
impurezas contidas nele (VELASQUEZ et al., 2019). Além de compostos naturais,

existem aglutinantes artificiais de cadeia longa, como a poliacrilamida.

(a) (b)

(c)

Figura 3. Aglutinantes naturais: (a) Balso (Heliocarpus americanus L); (b) Cadilho
(Triumpheta lapputa L); (c) Guasimo (Guazuma ulmifolia). Fonte: LOPEZ; OSORIO,
2004.

Segundo Ortiz et al. (2011), os trés aglutinantes naturais (balso, cadilho e
guasimo) sdo constituidos principalmente de carboidratos (frutose, glicose e maltose),
saponina, fendis, além de minerais como ferro, calcio e fosfato. Em ordem de retengéo de
solidos soluveis, o melhor desempenho ¢ gerado pelo balso, seguido pelo cadilho e pelo
guasimo. A desvantagem desse tipo de aglutinante reside em sua curta vida util devido a
deterioragdo microbiologica gerada pelas condigdes de temperatura e umidade do
ambiente; além disso, essas plantas estdo em risco de extingdo devido ao seu uso
indiscriminado, o que causou um impacto ambiental negativo e gerou um alto custo

(QUEZADA-MORENO; GALLARDO-AGUILAR, 2014). Devido a isso, sao utilizadas
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substancias de origem sintética, como a poliacrilamida, que apresenta melhores resultados
em relacdo a retengdo de solidos insoluveis, tempo de sedimentacdo e turbidez

(DEZFULY; MAHADEVAIAH; DEMAPPA, 2013).

Os compostos aglutinantes sdo adicionados em duas partes e em proporgdes
iguais: em primeiro lugar, quando o caldo atinge uma temperatura entre 60 ¢ 70 °C, e o
segundo quando atinge 75-92 °C (MOSQUERA; CARRERA; VILLADA, 2007). Em
seguida, os solidos soluveis se aglomeram e formam uma camada de impurezas chamada
"cachaga" na superficie, que ¢ removida manualmente com o auxilio de uma concha ou

de uma escumadeira. A cachaca ¢ de dois tipos:

v" Cachaga Preta: ¢ a camada inicial de impurezas e é removida a 75 °C.
v" Cachaga Branca: ¢ a segunda camada formada, ¢ mais leve e deve ser removida
antes que os caldos atinjam a temperatura de ebulicdo. A remog¢do da cachaga

branca ¢ feita a 95 °C.

Existem processos de clarificacdo nos quais ndo sdo utilizados compostos
aglutinantes; estes consistem em peneirar o caldo extraido com peneira de malha fina (de
inox, cobre ou mesmo nylon) para a retirada das impurezas grosseiras e, em seguida,
deixa-lo em repouso por aproximadamente 15 minutos para decantagdo das impurezas
remanescentes, aplicando a diferenga de densidades existente entre as particulas solidas
em suspensdo e o caldo como principio para a separagdio (EMBRAPA, s.d ; SEBRAE,
2016). Proprietarios de engenho vém investindo na aquisi¢do de decantadores, visando
diminuir o tempo de decantagdo e o risco de fermentacdo do caldo, o que comprometeria
a aparéncia do produto, e, também, facilitaria a operacdo de clarificacdo (OLIMPIO,

2014).

Evaporacio — Concentracdo (Ponto para rapadura): O processo de
evaporagdo-concentragdo pode acontecer em um mesmo tacho ou em até cinco tachos
como nos engenhos mais modernos e, nessa etapa, o caldo ¢ fervido para evaporar a 4gua
e concentrar os solidos de 16-20 °Brix (inicial) a 90-94 °Brix (final), gerando um liquido
amarelado e espesso (mel) que atinge uma temperatura média de 120 °C e um ponto 6timo
de concentragdo de agucares cristalizaveis, que permite melhor moldagem, secagem
rapida e textura fina no ANC. Este ponto € conhecido como ponto para rapadura ou ponto

de bala, e a experiéncia € necessaria para determina-lo, pois, geralmente, as pequenas
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propriedades ndo possuem termometros e os produtores visualizam o momento final do

cozimento por meio da obtengdo do ponto de bala.

O ponto de bala é obtido entre 100 °C e 102 °C, o que corresponde a uma
percentagem de sélidos soluveis entre 66 ¢ 70 °Brix. Para o ANC, o ponto ¢é alcangado
entre 118 °C e 132 °C, o que corresponde a uma concentracao de soélidos soluveis de 88
a 96 °Brix. De forma geral, os caldos concentrados para ANC em bloco alcangam o ponto
de bala entre 120 e 130 °C e, para ANC granulado, entre 126 a 132 °C (ROZO, 2013).
Essas temperaturas podem variar até 2 °C, devido a altitude do local de fabricacdo, a
pureza do caldo concentrado, tipo de tecnologia, eficiéncia energética e condigdes de
operagdo (VELASQUEZ et al.,, 2019). Algumas -caracteristicas importantes para
estabelecer o ponto de bala sdo: mel que escoa lentamente ou mel que, quando submerso

em agua fria, cristaliza e ndo se rompe facilmente.

Durante a etapa de evaporagdo e concentracdo do caldo de cana acontecem
uma série de reagdes quimicas complexas como a caramelizagdo e a reagdo de Maillard
que fornecem a cor e o aroma desejaveis para a aceitagdo do produto (SANTAMARIA,
2012), mas que podem estar associadas a geragdo de compostos potencialmente toxicos
(VARGAS etal., 2014; MESIAS etal., 2020) como a acrilamida ou o hidroximetilfurfural
(HMF) e o furfural. A acrilamida, produz efeitos neurotdxicos e potencialmente
carcinogénicos e genotoxicos (EFSA, 2015) e o hidroximetilfurfural (HMF) e o furfural
tém efeitos genotoxicos, mutagénicos, carcinogénicos, danificadores de DNA e inibidores

de enzimas (MESIAS et al., 2020; SUNG et al., 2020; GOMEZ-NARVAEZ et al., 2019).

Batimento: A massa cozida ¢ retirada do tacho e é colocada em cochos de
madeira, sendo agitada lentamente com o uso de uma régua de madeira ou de uma
espatula, até esfriar. Esta agitagdo tem alguns objetivos (PAES; FERNANDES;
BARBOSA, 2003):

v’ Resfriar: a0 mexer, apressa-se o resfriamento da massa;

v Formar liga: a massa é uma mistura de aglcares (sacarose, glicose, frutose), além
de sais minerais e acidos, entre outros, que sdo aglutinados pela agitacao,
garantindo um ANC com estrutura mais fina e homogénea (cristais menores).
Com uma agitag@o incompleta, o ANC, ao ser partido, apresenta manchas de cores
diferentes e se mostra mais aspero na boca, o que ¢ indesejavel.

v' Clarear o produto: com a agitagdo, incorpora-se ar a massa, tornando-a mais clara.
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Ap6s o processo de batimento, ANC em bloco e granulado podem ser obtidos
para comercializagdo. O ANC granulado ¢ uma nova apresentagdo com grande potencial
de consumo, pois apresenta vantagens em relagdo ao ANC em bloco, como sua facil

dosagem, maior estabilidade no armazenamento e maior solubilidade.

Peneiragem: Para o ANC granulado, ¢ o processo no qual as particulas
grandes sdo separadas das menores, classificando-as por agita¢do, usando uma malha de

ago.

Moldagem: Para o ANC em bloco, com o auxilio de uma concha, a massa ¢é
transferida para formas (quadradas, retangulares, semiesféricas, trapezoidais) que

conferem a modelagem do produto, onde o mesmo ¢ deixado esfriar completamente.

Embalagem: Apoés o resfriamento, o ANC ¢ retirado da forma e embalado
em quantidades que variam de 250g a 1,5kg dependendo da regido de produgdo e do
mercado a que se destina, evitando a presenga de ar entre sua superficie e a embalagem,
para ndo haver perda de qualidade do produto final. O ANC em bloco ¢ embalado em
filme plastico termoencolhivel ¢ o ANC granulado em sacos de polietileno para
posteriormente serem embalados em caixas de papeldo. Assim, o produto deve ser
embalado individualmente, constando no roétulo todas as informagdes exigidas pelos
orgdos responsaveis pela fiscalizagdo de produtos alimenticios, a exemplo do nome do

fabricante, datas de producdo e validade, composi¢d@o basica, entre outras.

Armazenamento: O ANC ¢ um produto com propriedades higroscopicas, o
que significa que absorve ou perde umidade do (ou para o) meio ambiente, o que promove
atividade microbiana, desencadeando a degradagdo bioquimica que ¢ refletida na
producdo de agucares invertidos, levando a perda de estrutura, textura ¢ dureza
(VELASQUE-Z et al., 2019). Portanto, deve ser armazenado em locais frescos e secos. Se
0 ANC possuir entre 7 ¢ 9% de umidade, ele deve ser distribuido e consumido

rapidamente, pois o armazenamento prolongado diminui sua qualidade.

A Tabela 5 apresenta os requisitos de qualidade descritos no projeto de
regulamentacdo para agucar ndo centrifugado no qual esta trabalhando a Comissao do

Codex Alimentarius (CL 2019/34-CS) (CAC, 2019).
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Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas do ANC.

Composicio em base seca

Caracteristicas
Minimo Maximo
Cinzas (% m/m) 0,9 -
Sacarose (% m/m) - 91,0
Acgucares redutores (% m/m) 5,3 -
Proteinas, em % (N x 6,25) 0,2 -
Umidade Maximo
Bloco (%) 9,0
Granulado (%) 5,0

Fonte: CAC, 2019

Nota: A umidade ¢ um fator diferenciador entre as formas de apresentagdo e a
composi¢do final dos s6lidos, no produto em bloco e granulado.
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4. Acrilamida

A acrilamida é um solido branco cristalino, incolor e inodoro, de formula
quimica C3HsNO (Figura 4) ¢ peso molecular 71,08 g/mol, estavel a temperatura
ambiente, solivel em agua, etanol, metanol, dimetil éter e acetona, e insolivel em
benzeno e heptano (IARC, 1994). Fazem parte de sua estrutura quimica uma fungdo
amida polar, que confere a caracteristica de alta solubilidade em dgua, e uma fungao vinil,
que permite a polimerizacdo (ARISSETO; TOLEDO, 2006). A acrilamida também ¢
conhecida como 2-propenamida (EFSA, 2015).

0
iy s
NH,

Figura 4. Estrutura quimica da acrilamida.

A acrilamida esta presente na fumaga do cigarro, cosméticos ¢ produtos de
higiene pessoal e comercialmente ¢ utilizada na produgcao e sintese de poliacrilamida, que
¢ empregada como floculante para clarificacdo de agua potavel e tratamento de aguas

residuais (EC, 2002).

4.1. Acrilamida em alimentos

4.1.1. Ocorréncia

Em 2002, a Agéncia Nacional Sueca de Alimentos ¢ pesquisadores da
Universidade de Estocolmo comunicaram a formagdo de altos niveis de acrilamida
durante o processamento térmico de diversos alimentos como batata frita, batata chips,
cereais matinais e pao (TAREKE et al., 2002). Esta descoberta despertou uma grande
preocupacdo do ponto de vista de saude publica e uma necessidade de monitorar e coletar
dados sobre a ocorréncia da acrilamida nos alimentos, uma vez que a acrilamida ¢é
classificada pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) como
provavel carcinogeno humano (Grupo 2A) (IARC, 1994). A Tabela 6 apresenta um

resumo dos resultados obtidos em varios paises.
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Tabela 6. Ocorréncia de acrilamida em alimentos de diferentes paises.

Minimo- . .

. . Alimentos com maior teor de A s

Pais n* Maximo o Referéncia

acrilamida
(ng/kg)
Cereais matinais com Kamut,
Espanha 60 <20-639 cereais matinais com espelta, MESIAS et al. (2019)
cereais matinais com trigo

india 51 371-6391  Batata chips, Snacks estrudados PAL etal. (2018)
Colombia 506 0,3-2762  ANC, batata chips, batatas fritas INVIMA (2018)

N Batata chips, aglicar mascavo, KAWAHARA et al.
Japao 2750 0,4-5500 batata frita, biscoitos (2018)
Estonia 346  <30-3300 Dot Chlpsz Snacks de cereal, by 1A q et al (2017

iscoitos
China 240  0,8-211,8 Batatas, agucar, vegetais GAO et al. (2016)
Substitutos de café, café, batata
Europa 43419  24-1499 chips, batata frita EFSA (2015)
Colombia 155 <75-12626 Datata frita, cafe, mandioca frita, ) cprrp o a1 (2015)
biscoitos, banana da terra frita
Canadé 146 <10-2390 Batatas fritas, blSCOltOS, batata NORMANDIN et al.
chips (2013)
Franca 192 2954 Batata chips, batata frita, SIROT et al. (2012)
biscoitos salgados
Cereais e produtos a base de
Global 11046 Max. 5500 cereal, batata chips, batata frita, JECFA (2011)
raizes de chicoria
Polonia 225  11-3647 Batata chips, batatas fritas, —\ro1qp A ot a1 (2010)
biscoitos
Acbi BSE:IJI ela)gzzlf}éag; §p211>a EL-ZINEY; AL-
rabia 26 3,4-950 ug), calc Soluvel, TURKI; TAWFIK
Saudita estrudados de milho, biscoitos (2009)
(Korse Omer, tweel)
Batata chips, milho chips,
Turquia 311  <10-2336 biscoitos, café, castanhas OLMEZ et al. (2008)
assadas e algumas sobremesas
tradicionais turcas
. Batatas fritas, batata chips, ARISSETO et al.
Brasil 111 <20-2528 batata palha (2007)

*n = Numero de amostras.

De modo geral, os resultados destas avaliacdes indicam que alimentos ricos

em carboidratos submetidos a altas temperaturas apresentam altos niveis de acrilamida.

Alimentos que ndo sdo fritos ou assados durante seu processamento ou preparacdo e
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alimentos ricos em proteinas ndo apresentam niveis significativos de acrilamida, e
tampouco a presenca do contaminante ¢ detectada em alimentos crus ou cozidos em agua
(PUNDIR; YADAYV; CHHILLAR, 2019; LINEBACK; COUGHLIN; STADLER, 2012;
ARISSETO; TOLEDO, 2006). Variagdes consideraveis tém sido observadas nos niveis
de acrilamida em amostras da mesma categoria de alimentos em diferentes regides, ja que
varios fatores, incluindo temperatura de aquecimento, métodos de cozimento e

quantidades de carboidratos e aminoacidos, podem contribuir para a sua formacao.

Considerando as informag¢des disponiveis na literatura, constata-se que ha
poucos estudos sobre os niveis de acrilamida em acticares e que os dados existentes até o
momento sdo basicamente provenientes de paises como Colémbia, Peru, China e Japao.
A Tabela 7 apresenta um resumo dos resultados encontrados. Os valores sugerem que 0s
niveis mais altos de acrilamida tém sido encontrados em ANC, com menores valores

reportados em agucar refinado.

Tabela 7. Ocorréncia de acrilamida em agucares.

Minimo-Maximo Média
Local de coleta n* Tipo de acucar Referéncia
(ng/ke) (nghkg) PO

A1 Amostras durante MESIAS et al.
Colombia 4 <20-890 - elaboragdo de ANC (2020)
Colombia-Italia- GOMEZ-NARVAEZ
Peru-Espanha 40 60-3058 676 ANC et al. (2019)
Peru 4 710-1257 863,8 ANC SATIN (2018)
Coldémbia 84 29,1-2762,8 743,3 ANC INVIMA (2018)

~ KAWAHARA et al.
Japiao 145 35-2325 386 Mascavo (2018)

N KAWAHARA et al.
Japao 13 37-190 84 Wasanbon (2018)
China 20 <1,2-180,6 20,8 ANC,; Refinado GAO et al. (2016)
Colombia 30 297,3-873,2 520,7 ANC BARON (2016)

A s Amostras durante VARGAS et al.
Colombia 7 ND-2200 ) elaboragio de ANC (2014)
China 12 <1,2-526,6 72,1 ANC; Refinado ZHOU et al. (2013)
Global 24 Max. 438 86 Refinado JECFA (2011)
Global 52 Max. 2300 445 ANC JECFA (2011)
China 4 <3-1107 318,8 Mascavo; Refinado CHENG et al. (2009)
China 8 ND-38 17,6 Refinado OU et al. (2007)

*n = Numero de amostras.
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Segundo Mesias et al. (2020), o contetido de acrilamida aumenta ao longo do
processo de fabricacdo de ANC, devido ao uso de temperaturas mais altas e a
concentragdo relativa de solidos nas amostras, assim como a perda no teor de umidade.
Quantidades insignificantes de acrilamida (<LOQ) foram detectadas no caldo de cana cru
e no caldo ap6s a clarifica¢do onde as temperaturas sdo menores do que 100 °C, mas apos
o processo de evaporagdo (>110 °C) e no produto em bloco (92,4 °Brix) que atingiu
temperaturas >120 °C, foi observado um valor de 298 e 890 pg/kg respectivamente,

enquanto os niveis de precursores diminuiram.

4.1.2. Mecanismo de formacio

Os primeiros estudos demonstraram que a principal rota de formacdo da
acrilamida nos alimentos ¢ a reagcdo de Maillard (Figura 5), uma importante reagdo
quimica que leva ao escurecimento e a formacdo dos compostos de sabor e aroma
associados com alimentos fritos, torrados ou assados (MOTTRAM; WEDZICHA;
DODSON, 2002; STADLER et al., 2002; ZYZAK et al., 2003). Baixa umidade, alta

temperatura e pH alcalino influenciam positivamente as reagcoes (JECFA, 2011).

A acrilamida deriva, principalmente, da reacdo de segunda ordem entre
agucares redutores (via carbonila) e o grupo a-amino da L-asparagina livre, a qual ¢é
considerada o seu principal precursor (YAYLAYAN; WNOROWSKI; PEREZ, 2003;
ZYZAK et al., 2003). Os N-glicosideos ou base de Schiff podem sofrer rearranjo de
Amadori, convertendo-se em dicarbonilas (1-desoxisona ou 3-desoxisona) via reagoes de
enolizacdo e desidratagdo/hidrolise. Estes compostos podem ainda se decompor na
cascata de reagOes para gerar cor e sabor. No entanto, sob condi¢cdes de baixa umidade,
os compostos N-glicosil se reorganizam principalmente através da base de Schiff
(STADLER; STUDER, 2015), sendo sua descarboxilagdo o fator limitante para a

formagéo de acrilamida.

A base de Schiff descarboxilada reorganiza-se por tautomerizagdo para
formar o composto de Amadori descarboxilado, o qual forma acrilamida por
B-eliminag@o. Por outro lado, a base de Schiff descarboxilada pode se decompor

diretamente a 3-aminopropionamida (3-APA) que desamina facilmente para formar
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acrilamida, ou em uma rota alternativa direta de 1,2-eliminacdo, que também pode levar

a formagcao de acrilamida (GOKMEN, 2016; STADLER; STUDER, 2015).
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Figura 5. Mecanismo proposto da reacdo de Maillard para a formagdo de acrilamida a

partir de asparagina e acucar redutor. Fonte: STADLER; STUDER, 2015.
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Como apresentado na Figura 6, varias rotas de formacao de acrilamida sem o
envolvimento da asparagina foram publicadas, mas em termos de importancia para a
contribuicdo global do contaminante podem ser consideradas marginais (STADLER;
STUDER, 2015). A acroleina (2-propenal), por exemplo, ¢ uma molécula candidata. Este
aldeido de trés carbonos pode ser formado por diferentes vias, incluindo degradagéo
oxidativa de lipidios, degradagdo de carboidratos, aminoacidos e proteinas, e através da
reacdo de Maillard, e quando oxidada pode fornecer acido acrilico, que pode reagir com
amonia via aminodesidroxila¢do para produzir acrilamida (STADLER; SCHOLZ, 2004).
Este ¢ provavelmente o fator limitante da reagdo, ja que a amonia ¢ volatil e ndo esta
prontamente disponivel. A acroleina também pode reagir com asparagina e, sob certas
condicdes, levar a quantidades significativas de acrilamida. O acido acrilico também pode
ser liberado diretamente da a-alanina ou [-alanina via desaminagdo termolitica

(STADLER; STUDER, 2015).

NH; 0
/\)J\ - /\)-L
H,N OH
H,N NH,
p-alanina 1-APA
._'N‘]-]:3
0
o NH, 0
H;C = H,C \)J\ e
\Hl\ N-H:! i N'H_! H!':i ~ e
OH
Lactamida Acrilamida Acido acrilico
[0]
0
H,¢
& {N‘)J\g
Acroleina

Figura 6. Rotas alternativas de formagdo de acrilamida. Fonte: STADLER; STUDER,
2015.
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Granvogl et al. (2004) propuseram uma via alternativa a 3-APA que evita a
exigéncia de um carboidrato ou carbonila, isto é, uma via ndo-Maillard. Os autores
propdem que a 3-APA pode ser gerada directamente através da descarboxilacdo da
asparagina, uma via plausivel na presenga de uma enzima adequada que aceita a
asparagina como substrato e o fosfato de piridoxal como cofator. Em particular, a
histidina descarboxilase foi eficaz na liberacdo de 3-APA, embora a uma baixa taxa de
conversdao de cerca de 0,1%. A via enzimatica 3-APA pode explicar a formacdo de
acrilamida sob condi¢des aquosas; por exemplo, a formagdo de acrilamida em
concentrados de ameixa seca aquecida durante um periodo de tempo mais longo e sujeita

a secagem a temperatura relativamente baixa (< 100 °C).

4.1.3. Aspectos toxicologicos e riscos a satude

4.1.3.1. Absorcao, distribuicao, metabolismo e excreciao

Tanto em animais experimentais como em seres humanos, a acrilamida ¢é
rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal apds administragdo oral e amplamente
distribuida nos tecidos, sem evidéncia de qualquer acimulo, sendo capaz de atravessar a

placenta e ser transferida em pequena quantidade para o leite (EFSA, 2015).

Foi estabelecido que a acrilamida pode ser metabolizada através de duas vias
principais, como mostrado na Figura 7. A primeira via ¢ o metabolismo da fase I mediada
pelo citocromo P450 2E1 (CYP2E1), pelo qual ¢ formada a glicidamida (GA) que
posteriormente pode reagir com o DNA para formar adutos de DNA (EFSA, 2015; LI et
al., 2016). A segunda via ¢ a conjugacao direta com glutationa (GSH). A acrilamida e a
glicidamida sdo capazes de conjugar-se com GSH para formar conjugados de GSH
através da catalise da enzima metabolica da fase II glutationa S-transferase (GST). Além
disso, a degradacdo de conjugados de acrilamida-GSH e conjugados de GA-GSH resulta
na formacdo de seus respectivos metabolitos de acido mercaptirico (MA) (LI et al,,

2016).
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Figura 7. Esquema proposto das principais vias metabdlicas da acrilamida. Fonte: LI et

al., 2016.

Foi demonstrado que os adutos GA-DNA s3o responsaveis pela
genotoxicidade e carcinogenicidade da acrilamida em ratos e camundongos (GALESA et
al., 2008; KOYAMA et al, 2011; MAVRI, 2013; PAULSSON et al.,, 2003). A
glicidamida tem sido conhecida por ser mais genotoxica e mutagénica do que seu

precursor acrilamida (EFSA, 2015).

\

Acrilamida e glicidamida também sdo capazes de se ligar a proteina
plasmatica (KOLSEK; SOLLNER DOLENC; MAVRI, 2013) e podem reagir com os
residuos de valina N-terminal da hemoglobina (Hb) para formar adutos (BERGMARK et
al., 1993), que sdo amplamente utilizados como biomarcadores para exposi¢do a

acrilamida (FENG; LU, 2011).
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A biodisponibilidade absoluta da acrilamida varia entre 23 e 48% em roedores
para uma dose de 0,1 mg/kg de peso corpéreo (pc), e tanto a acrilamida quanto a
glicidamida sdo rapidamente eliminadas na urina, com pequenas quantidades eliminadas

pelas fezes e no CO; exalado (EC, 2002).

4.1.3.2. Carcinogenicidade, genotoxicidade e neurotoxicidade

Uma quantidade consideravel de estudos toxicoldgicos in vitro e in vivo em
ratos, camundongos, macacos, gatos e caes, utilizando varios protocolos de dosagem e
vias de exposicdo indicaram que a acrilamida e seus metabolitos produzem efeitos
neurotoxicos, refletidos pela paralisia dos membros posteriores, redugdo no desempenho
do rotorod e/ou alteragdes histopatologicas nos nervos periféricos e estruturas do Sistema
Nervoso Central, assim como toxicidade na reprodugdo, particularmente contagens
reduzidas de espermatozoides e efeitos na morfologia dos espermatozoides e testiculos.
Toxicidade no desenvolvimento também foi relatada em niveis de exposi¢do que, em
alguns casos, também estdo associados a toxicidade materna (EFSA, 2015; JECFA,

2011).

Além disso, estudos de genotoxicidade in vitro indicam que a acrilamida ¢
um mutagénico fraco em células de mamiferos, mas um clastogénico efetivo, e o seu
metabolito glicidamida ¢ um forte mutagénico e clastogénico que induz mutagdes através
de um mecanismo de formac¢ao de adutos de DNA. Em estudos in vivo, a acrilamida é
claramente genotoxica em células somaticas e germinativas (EFSA, 2015; JECFA, 2011).
A acrilamida exerce sua mutagenicidade via metabolismo pelo CYP2EI para o epéxido
glicidamida e também pode induzir mutacdes génicas por uma via que envolve a geracao

de espécies reativas de oxigénio (ERO) e danos oxidativos ao DNA (EFSA, 2015).

A acrilamida também apresenta efeitos carcinog€nicos amplamente
documentados em ratos ¢ camundongos de ambos 0s sexos, que atrairam a atengdo
mundial desde 1994, quando a IARC classificou este composto como provavelmente
carcinogénico para humanos (grupo 2A) (IARC, 1994). Até o momento, varios estudos
demonstraram que a administragdo oral de acrilamida em camundongos B6C3F; e ratos

F344/N leva a carcinogenicidade de multiplos 6rgdos (BELAND et al., 2015; EFSA,
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2015). No entanto, a literatura existente carece de evidéncia epidemioldgica confiavel e
inequivoca sobre a associac¢ao entre a ingestao dietética de acrilamida e o risco de cancer

(ESPOSITO et al., 2017; VIRK-BAKER et al., 2014).

Estudos recentes mostram que a acrilamida além de apresentar caracteristicas
de carcinogenicidade, genotoxicidade e neurotoxicidade, apresenta potencial de
desregulagdo endocrina (EDC) em doses menores, alterando o equilibrio hormonal
fisiologico, sem sinais clinicos de toxicidade. Os EDCs interferem no metabolismo,
crescimento e reproducdo em diferentes periodos da vida, especialmente nos estagios
embrionarios e pubertarios, nos quais a reprogramacao de genes pode estar associada a
comprometimento do desenvolvimento e controle dos tecidos ou 6érgdos mesmo na idade

adulta (MATOSO et al., 2019).

4.1.3.3. Exposicdo humana e avaliacdo do risco

Ap6s a descoberta de altos niveis de acrilamida em uma variedade de
alimentos, muitos estudos foram conduzidos para estimar a exposi¢do alimentar da
populacdo a este contaminante. Duas avaliagdes foram feitas pelo JECFA (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) em 2005 e 2011 e uma avaliacio foi
feita pela EFSA (European Food Safety Authority) em 2015. Na América Latina,
avaliagdes sobre exposicdo alimentar a acrilamida s6é foram realizadas no Brasil
(ARISSETO; TOLEDO, 2008) e¢ na Coléombia (BARON, 2016), mas o Brasil nio
considerou o consumo de agucares neste estudo preliminar. Dos paises que incluiram
diferentes tipos de agticares em suas avaliagdes (GAO et al., 2016; KAWAHARA et al.,
2018; BARON, 2016), 0 ANC foi um dos produtos que mais contribuiu para a exposi¢io

a acrilamida na média da populac@o da cidade de Bogota, na Colombia.

Todas as avaliagcdes concluem que a acrilamida e o seu metabdlito
glicidamida s3o genotdxicos e cancerigenos, e qualquer nivel de exposi¢do pode
potencialmente danificar o DNA e levar ao cancer, impedindo o estabelecimento de uma
ingestdo diaria toleravel (IDT) deste contaminante em alimentos. Em vez disso, os
comités empregaram o conceito de margem de exposi¢cdo (MOE) como uma abordagem

de caracterizagdo do risco (EFSA, 2015). Tais estimativas de MOE sao baseadas na razao
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entre a BMDLo (dose de uma substancia que produz um risco de saude claro e de baixo
nivel, geralmente na faixa de uma mudanga de 1-10% em um efeito toxico especifico,
como a indugdo do céncer) ¢ a exposi¢cdo humana estimada (LINEBACK; COUGHLIN;
STADLER, 2012).

A EFSA (2015) estimou o valor de BMDL o de 0,43 mg/kg p.c. por dia para
efeitos ndo neoplasicos, especialmente a neurotoxicidade, derivado da incidéncia de
degeneracdo axonal do nervo periférico (ciatico) observada em ratos F344 machos
expostos a acrilamida na agua de beber por 2 anos. Normalmente, para compostos ndo
genotodxicos, a menos que haja grandes lacunas no banco de dados toxicoldgico, um MOE
de 100 ¢ considerado suficiente para concluir que ndo ha nenhum problema de satde, e
baseado nessa informacdo, o painel CONTAM (EFSA, 2015) estabeleceu uma MOE
ajustada de 125 empregando estudos de modelagem de PBPK em ratos machos, ou seja
que MOEs acima do valor ajustado de 125 indicam que ndo ha nenhum problema de satde
para a neurotoxicidade. Ja para efeitos neoplasicos a EFSA (2015) usou como ponto de
referéncia 0 BMDLo de 0,17 mg/kg p.c. por dia, derivado como o menor BMDL o de
dados sobre incidéncias de adenomas de glandula Harderiana e adenocarcinomas em

camundongos B6C3F1 machos expostos a acrilamida por dois anos.

Para substancias que sdo genotoxicas e carcinogénicas, uma MOE de 10000
ou superior representaria pouca preocupacdo do ponto de vista da saude publica, mas
como as MOEs calculadas em todas as avaliagdes da acrilamida sdo substancialmente
inferiores a 10000 (Tabela 8), conclui-se que a exposicdo a esta substancia representa
preocupagdo com relacdo aos efeitos neoplasicos e deve ser minimizada (EFSA, 2015;

JECFA, 2011).
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Tabela 8. Resultados resumidos da caracterizagdo do risco para acrilamida em alimentos.

Estimativa de

NOAEL/BMDL
Efeitos (;k /B dfo exposicio (ng/kg p.c. MOE Referéncia
(mg/kg p.c. por dia) por dia)
5 5oi Meédia: 1 200
Alteragdes morfologicas nos 0.2 (NOEL)
nervos Alta: 4 50
Efeitos reprodutivos e de Meédia: 1 2000
. JECFA
desenvolvimento e outras 2,0 (NOEL) (2005)
lesdes ndo neoplasticas Alta: 4 500
Meédia: 1 300
Cancer 0,3 (BMDL)
Alta: 4 75
5 boi Meédia: 1 200
Alteragdes morfologicas nos 0.2 (NOAEL)
nervos (ratos) Alta: 4 50
Meédia: 1 310 JECFA
Tumores mamarios (ratos 0,31 (BMDL
(rat0s) (BMDL1o) Alta: 4 78 (2011)
Tumores na glandula Média: 1 180
harderiana (camundongos) 0,18 (BMDL1o) Alta: 4 45
) . (1)0,5 (LI)-1,9 (LS) 425 (LD- 89
Efeit 1 t 17 (BMDL
eitos neoplasicos (ratos) 0,17 ( 10) (2)0.4 (LD)-0.9 (LS) (LS) EFSA
s (1)0,5 (LD)-1,9 (LS) 1075 (LI) - (2015)
Neuropatia periférica (ratos) 0,43 (BMDL,0) (204 (LD)-0.9 (LS) 226 (LS)
. Média: 0,14 1429
Neurotoxicos 0,2 (NOEL)
Alta: 0,42 476
_ Média: 0,14 14286 ARISSETO
Efeitos na reprodugao 2,0 (NOEL) ; TOLEDO
Alta: 0,42 4762
(2008)
. . Média: 0,14 2143
Carcinogénicos 0,3 (BMDL)
Alta: 0,42 714
Alteragdes morfologicas nos 0.2 (NOEL) 628
nervos
Tumores mamarios (ratos) 0,31 (BMDLo) Média: 0,319 973 G/(\Z?)leé)al.
Tumores na glandula
harderiana (camundongos) 0,18 (BMDL10) 363
) . Média: 0,52 325
Efeitos neoplasicos (ratos) 0,17 (BMDL1¢)
Alta: 0,92 185 BARON
. Meédia: 0,52 822 (2016)
Neuropatia periférica (ratos) 0,43 (BMDLo)
Alta: 0,92 467
Degeneragdo axonal no Meédia: 0,14 2792
nervo ciatico 043 (BMDL1o) Alta: 0,154 1648 KAWAHA
Média: 0,147 1104 RA etal
i édia: 0,
Adenf)mas/adenocgrc1nomas 0,17 (BMDLj) (2018)
na glandula harderiana Alta: 0,154 651

BMDL1o: Dose que produziu uma resposta adversa baixa, mas mensuravel em 1-10% da populagao; p.c.: Peso corporeo;
MOE: Margem de exposicdo; NOAEL: Nivel sem efeito adverso observado; NOEL: Nivel sem efeito observado; LI:
Limite inferior minimo; LS: limite superior maximo. (1) Bebés, criangas e outras criangas (2) Adolescentes, adultos,

idosos e muito idosos.
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4.1.4. Mitigacio

Como a acrilamida provou ser carcinogénica em roedores e um provavel
carcinogeno humano, esforcos significativos em escala global tém sido empreendidos
para elaborar estratégias de reducdo nos principais alimentos de interesse, englobando
produtos de batata, produtos a base de cereais (biscoitos, produtos de panificacdo, e
cereais matinais) ¢ café. A maioria dos métodos propostos para mitigar a formagao de
acrilamida busca remover seus precursores (glicose, frutose, asparagina) ou inibir ou
reduzir a intensidade da reagdo de Maillard por diferentes modificagdes do processo (por
exemplo, fritura a vacuo ou fritura convencional a baixas temperaturas), como mostrado

na Figura 8§ (PEDRESCHI; MARIOTTI, 2017).
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Figura 8. Técnicas de mitigacdo de acrilamida. Fonte: PEDRESCHI; MARIOTTI, 2017.

Nos ultimos anos, as experiéncias da industria de alimentos e dos cientistas
que trabalham na mitigacdo de acrilamida foram reunidas em varios documentos de
orientacdo como o Regulamento (UE) 2017/2158 da Comissao Europeia (EC, 2017), o
CAC/RCP 67-2009 do Codex Alimentarius (CAC, 2009) e o Toolbox da Food Drink
Europe (FDE, 2019). A Tabela 9 apresenta algumas estratégias de mitigacao.
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Tabela 9. Estratégias de mitigacdo da acrilamida em alimentos.

Alimento

Estratégia

Batata - Snacks a
base de batata

- Selecdo de variedades de batata com baixo teor de a¢tcar e asparagina.
- Evitar armazenamento abaixo de 6°C.
- Adicao de asparaginase.

- Otimizar tempo e temperatura do equipamento permitindo obter uma
cor dourada no produto.

- Adigao de sais de calcio.

- Adi¢do de acido citrico ou ascorbico.

- Substitui¢do parcial dos componentes da batata por ingredientes com
menor teor de asparagina (por exemplo, trigo, arroz, milho).

- Tratamentos de lavagem, branqueamento ou par-ebuli¢do podem ser
utilizados para lixiviar os precursores (asparagina / agucar redutor) da
superficie da batata antes da etapa de cozimento.

- Tratamento das batatas fritas com acido pirofosfato de sodio e cations
di- trivalentes.

- Estabelecer instrugdes de cozimento especificas do produto na
embalagem.

Produtos a base
de cereais (ex.
Pao, produtos de
panificacgio,
cereais matinais)

- Manter niveis de enxofre equilibrados no solo e assegurar uma correta
aplicacdo de nitrogénio.
- Utilizar a menor quantidade de farinha integral e / ou farelo quanto seja
possivel, sem afetar significativamente as propriedades organolépticas e
nutricionais do produto.

- Reduzir ou substituir o bicarbonato de amoénio (NHs:HCOs) nas
formulagdes.

- Remogdo de fontes de frutose ou substituicdo por glicose nos
ingredientes do produto.

- Adicao de asparaginase.

- Evitar o uso de aglcares redutores durante a fabricagdo de cereais
matinais.

- Avaliar o impacto dos ingredientes nos niveis de acrilamida no produto
final.

- Utilizar a combinagéo de tempo - temperatura que seja mais eficaz para
reduzir a formagdo de acrilamida.

- Para pré-misturas de produtos que precisam ser preparados em casa,
deve-se fornecer instrugdes de preparacdo para garantir teores baixos de
acrilamida.

Café e substitutos

- Produtos a base de graos Robusta tendem a ter teores mais elevados de
acrilamida do que os produtos a base de graos Arabica.

- Avaliagdo das condi¢des de torrefagdo.
- Adicdo de asparaginase.

- Diminuir o teor de chicodria (por exemplo, 3%) nas formulac¢des de
substitutos de café e substituicdo parcial (por exemplo, por cevada
torrada, fibras de chicoria).

Adaptado de: CAC, 2009; EC, 2017; FDE, 2019.
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Até o momento, o gerenciamento de risco de acrilamida em alimentos tem

sido voluntario e colaborativo envolvendo agéncias regulatorias e empresas produtoras

de alimentos. Nenhum pais usou medidas regulatorias para estabelecer limites de

acrilamida nos alimentos ou na dieta, sendo que a Furopean Commission (EC) tem

estabelecido no Regulamento (UE) 2017/2158 medidas de mitigagdo e niveis de

referéncia para a reducdo da presenca de acrilamida em 10 categorias de alimentos

(Tabela 10), sem incluir os agtcares.

Tabela 10. Niveis de referéncia para a presenca de acrilamida.

Género alimenticio

Nivel de referéncia

[ng/ke]
Batatas fritas (prontas para consumo) 500
Batatas fritas de pacote fabricadas com batatas frescas e com massa de batata 750
Bolachas salgadas a base de batata
Outros produtos de batata a base de massa de batata
Péo fresco
a) Pao a base de trigo 50
b) Pao fresco excluindo pdo a base de trigo 100
Cereais matinais
- Produtos a base de farelo e cereais integrais, graos tufados pelo processo de gun puffing 300
- Produtos a base de trigo e centeio () 300
- Produtos & base de milho, aveia, espelta, cevada e arroz (1) 150
Biscoitos e wafers 350
Biscoitos salgados com excegdo dos biscoitos a base de batata 400
Péo estaladico (kndckebrot) 350
Ginger bread 800
Produtos semelhantes aos outros produtos desta categoria 300
Café torrado 400
Café instantaneo (soluvel) 850
Substitutos do café
a) Substitutos do café exclusivamente a partir de cereais 500
b) Substitutos do café obtidos a partir de uma mistura de cereais e chicoria @)
¢) Substitutos do café obtidos exclusivamente a partir de chicoria 4000
Alirpentos para bebés, alimentos a base de cereais transformados destinados a lactentes 40
e criangas, exceto bolachas e torradas (%)
Bolachas e torradas para lactentes e criangas () 150

(") Cereais ndo integrais e/ou ndo a base de farelo. O cereal presente em maior quantidade determina a categoria.
(®) O nivel de referéncia a aplicar aos substitutos do café obtidos a partir de uma mistura de cereais e chicéria
tem em conta a proporgio relativa destes ingredientes no produto final. (*) Conforme definidos no Regulamento

(UE) n.° 609/2013.

Fonte: EC (2017).
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Estes valores ndo sdo limites regulatorios, mas destinam-se a indicar a
necessidade de investigar as razdes pelas quais os contetudos de acrilamida em alimentos
na categoria especifica excedem o valor indicativo, tentando manter o nivel de acrilamida
tdo baixo quanto razoavelmente possivel. Embora o Regulamento (UE) 2017/2158 nédo
apresente um nivel de referéncia para o ANC, o limite sugerido pelos importadores

europeus ¢ de 500 pg/kg de acrilamida (SATIN, 2018).

4.1.6. Determinacao de acrilamida em alimentos
4.1.6.1. Propriedades quimicas da acrilamida

A acrilamida ¢ uma molécula com baixo peso molecular (71,08 g/mol), sendo
que seu espectro de massas ndo € muito caracteristico e os ions qualificadores tém
intensidades muito baixas, o que representa um sério problema de quantificacdo em
baixos niveis. Possui alta solubilidade em agua, alcoois, acetona e acetonitrila, ¢é
ligeiramente soltivel em acetato de etila, diclorometano e éter dietilico, e insoluvel em
hexano e outros alcanos e alquenos. A volatilidade da molécula ¢ baixa, mas significativa
(WEISSHAAR, 2004), ndo fluoresce e tampouco possui um cromoforo caracteristico

para a detecgdo UV (EL-ZINEY; AL-TURKI; TAWFIK, 2009).
4.1.6.2. Métodos analiticos

Desde a descoberta da acrilamida em alimentos em 2002, uma infinidade de
diferentes métodos analiticos foram publicados e a selecdo da metodologia apropriada é
baseada principalmente no tipo de produto alimenticio (matriz de amostra), estrutura e

propriedades da acrilamida (ORACZ; NEBESNY; ZYZELEWICZ, 2011).

Técnicas como cromatografia gasosa acoplada a detector de espectrometria
de massas com armadilha de ions (GC-IT/MS) (RUSSO et al., 2014), cromatografia
gasosa com deteccdo de ionizagdo por chama (GC-FID) (GHIASVAND; HAJIPOUR,
2016), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo UV (ALBISHRI,;
EL-HADY, 2014), cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) (BACKE; YINGLING; JOHNSON, 2014), cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa acoplada a detector por arranjo de diodos (RP-

HPLC/DAD) MICHALAK; GUJSKA; KUNCEWICZ, 2013), eletroforese capilar (CE)
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(CHEN; ZHAO; FUNG, 2011), biossensores (PUNDIR; TADAV; CHHILLAR; 2019) ¢
espectrofotometria UV-Vis (ALTUNAY; ELIK: GURKAN, 2018) tem sido reportadas,
mas os métodos mais comumente utilizados sdo cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC), cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) com e sem derivatizacao (GC-MS) (PAN
et al., 2020).

Devido a alta polaridade, baixa volatilidade e baixo peso molecular da
acrilamida, o processo de derivatizagdo ¢ frequentemente necessario para aumentar a
estabilidade da acrilamida e melhorar ainda mais a sensibilidade de deteccdo do GC e sua
tecnologia de combinagdo. LC-MS/MS, no entanto, ndo necessita de derivatizagdo do
analito, reduzindo muito o tempo de analise e atendendo aos requisitos para um ambiente

verde (PAN et al., 2020).

As principais etapas da analise de acrilamida em alimentos s3o mostradas na

Figura 9.
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Figura 9. Esquema geral para a analise da acrilamida. Fonte: CASTLE; ERIKSSON,
2005.
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4.1.6.2.1. Amostragem e homogeneizacdo. A acrilamida ndo ¢ distribuida
de forma homogénea na maioria dos alimentos, mas concentra-se na superficie. Assim, o
passo inicial durante a andlise da acrilamida é obter uma amostra homogénea e
representativa (CASTLE; ERIKSSON, 2005). A completa homogeneizagdo ¢ geralmente
conseguida por meio da moagem da amostra s6lida usando um moedor de laboratério ou
processador de alimentos (GOKMEN, 2016). A acrilamida é soliivel em 4gua e
praticamente insolivel nas fases oleosa e gordurosa; portanto, se houver alguma
tendéncia para os alimentos se separarem, isso deve ser evitado (EL-ZINEY; AL-TURKI;

TAWFIK, 2009).

A adigdo de padrdo interno antes da extragdo ¢ bastante relatada na literatura.
Seu uso melhora significativamente a precisdo e exatiddo das medi¢des e compensa
potenciais desvios das transferéncias volumétricas e a variabilidade do sinal dos sistemas
cromatograficos causada por efeitos de matriz e/ou imprecisdes no volume de injegao.
Adicionar acrilamida isotopicamente marcada no inicio do tratamento da amostra ¢ uma
maneira de levar em consideracdo as perdas do analito que podem ocorrer durante todo o

processo de extracdo (CASTLE; ERIKSSON, 2005).

Os padroes internos amplamente utilizados para a determinacao de acrilamida
incluem padrdes internos marcados com is6topo, tais como padrdes internos marcados
com deutério (*Hs-acrilamida ou ds-acrilamida) e marcados com carbono (13C3-
acrilamida) e ndo marcados com is6topos, como metacrilamida, N,N-dimetilacrilamida e
acetamida. Os padrdes internos marcados como isotopos sdo ideais para uso em analises

baseadas em espectrometria de massas (GOKMEN, 2016).

4.1.6.2.2. Extracio e clean-up. Diferentes procedimentos tém sido
reportados para a extragdo de acrilamida a partir de amostras de alimentos, sendo que, até
o momento, ndo ha métodos oficiais publicados. A quantificacdo da acrilamida requer o
isolamento completo deste analito, além da purificagdo de substancias co-extraiveis que
podem interferir na analise. O solvente mais comumente usado para a extragdo da
acrilamida ¢ a 4gua, sendo que misturas de diluentes organicos polares tém sido relatadas

com menor frequéncia (ORACZ; NEBESNY; ZYZELEWICZ, 2011).

A limpeza do extrato depende do método de deteccao que € usado. Para os
métodos que usam LC-MS/MS, a limpeza usualmente consiste em extracdo em fase

solida (SPE) sequencial utilizando varias combinagdes de cartuchos. A combinacao mais
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frequentemente utilizada é de cartuchos Oasis HLB® ¢ Bond Elut Accucat® (KRSKA et
al., 2012).

Por outro lado, a microextragdo em fase solida (SPME) é um tipo de método
de extragdo seletiva que ndo utiliza solvente nem empacotamento em coluna como SPE,
e que seu principio operacional se baseia na sor¢ao das espécies de interesse por um filme
de material sorvente depositado sobre uma fibra de silica fundida. Portanto, o SPME
possui as caracteristicas de baixo custo, dispositivo e operacdo simples, rapido, eficiente
e de alta sensibilidade. As fases sorventes de fibras de SPME comerciais consistem em
materiais poliméricos puros como polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA) ou
blendas poliméricas imobilizadas no substrato de silica fundida como PDMS-
divinilbenzeno (PDMS/DVB), Carboxen-PDMS e outros (PIVATO, 2008). Como um
método Unico de pré-tratamento e fortificacdo de amostra, o SPME também recebeu
atengdo na deteccdo de acrilamida (PAN et al., 2020; POURMAND; GHAEMI;
ALIZEDH, 2017; NEMATOLLAHI et al., 2019; WAWRZYNIAK; JASIEWICZ, 2019).

A versdo mais recente da técnica de SPE classica ¢é a extracdo em fase solida
dispersiva (dSPE), na qual se baseia 0 método QUEChERS (quick, easy, cheap, effective,
rugged, and safe) proposto por Anastassiades et al. (2003). O método ganhou grande
popularidade devido a seus beneficios na reducdo de solventes, custos, tempo de resposta
e eficiéncia de extracdo. Quimicamente, ¢ uma forma de extragdo dispersa em fase so6lida
e protocolo de limpeza que fornece excelentes recuperagoes e remocao adequada de

interferentes (STEFANOVIC; PORDEVIC; JELUSIC, 2017).

Mastovska e Lehotay (2006) desenvolveram e otimizaram um procedimento
de preparo de amostra baseado no método QUEChERS para analise de acrilamida em
varias matrizes alimentares empregando agua, que facilita a extracdo de acrilamida,
hexano, que serve para remover a gordura da amostra, e acetonitrila como solvente de
extragdo que fornece, devido a sua imiscibilidade com hexano, uma opg¢éo simples de
limpeza para remocdo de co-extrativos menos polares da matriz lipofilica. Também
emprega MgSO4 e NaCl, uma combinacdo de sais que induzem a separacdo das camadas
de dgua e acetonitrila e forca a acrilamida para a fase organica. Depois, uma aliquota do
extrato de acetonitrila ¢ limpa por extragdo em fase solida dispersiva usando absorvente
de amina secundaria primaria (PSA), que retém compostos contendo grupos carboxilicos,

sendo eficaz em diminuir o efeito de supressdo da matriz e principalmente na remogao do



48

componente interferente da matriz na analise de LC-MS/MS e MgSQO4, que remove a agua

residual do extrato.

O QuEChERS tem sido empregado como método de preparo de amostras para
a determinacdo de acrilamida em diferentes tipos de alimentos como mostrado na Tabela

11, mas seu uso ainda ndo foi reportado para analise do contaminante em ANC.

Tabela 11. Determinacgdo de acrilamida em diferentes matrizes empregando o método de

preparo de amostra QuEChERS.

Técnica

Matriz analitica Referéncia
Pio e produtos de panificacio LC-MS/MS ANDACIC et al. (2020)
Casca de cacau LC-MS/MS BARISIC et al. (2020)
Bebidas, graos e confeitos SFC/MS/MS YOSHIOKA et al. (2019)
Pao, biscoitos, bolachas, bolos GC-MS NEMATOLLAHI et al. (2019)
Keribo HPLC-DAD DIBABA et al. (2018)
Café e substitutos de café GC-MS SURMA et al. (2017)
Frutas secas (ameixas e passas) e LC-MS/MS DE PAOLA et al. (2017)

algumas sementes comestiveis
Alimentos infantis LC-MS/MS PETRARCA et al. (2017)

SFC: Cromatografia de fluido supercritico; DAD: Detector de arranjo de diodos.

4.1.6.2.3. Analise cromatografica. Até o momento pode-se concluir que a
técnica de LC-MS/MS ¢ a mais utilizada para determinag@o da acrilamida devido a sua
alta reprodutibilidade, seletividade e sensibilidade, além de requerer menor tempo de
analise e, em termos gerais, protocolos "mais simples" do que os métodos de
derivatizacdo para analise por GC-MS. A acrilamida tem uma baixa massa molecular e,
assim, a molécula protonada produzida por ionizac¢do € propensa a interferéncia de ions
da mesma massa ou de uma massa semelhante, resultantes da fragmentagdo dos muitos
compostos de massa superior. Para melhorar a confiabilidade na identificacdo, a
espectrometria de massas sequencial produz fragmentos da molécula protonada em

proporg¢des constantes sob as mesmas condi¢des (GOKMEN, 2016).

Em LC-MS/MS, a molécula protonada de acrilamida em m/z 72
[CH,=CHCONH:]" é fragmentada por colisdo com um gas adequado, como argonio, para
dar origem a ions produto com m/z 55 [CH>=CHCNH]" resultando da perda de NH3 e m/z

54 [C3H4N]". A transi¢do de m/z 72 para 55 é a mais abundante ¢ apresenta intensidade



49

relativamente alta, portanto, ¢ usada invariavelmente para fornecer o sinal para
quantificagdo. A evidéncia de suporte de identidade de pico (transi¢do de confirmagdo) é
obtida monitorando-se a transi¢io 72> 54, 72> 44 ou 72> 27 [C2H3]" (GOKMEN, 2016).
A transicdo 72>72 também foi observada com uma intensidade relativa de
aproximadamente 195% em comparagio com 72>55 (ROSEN; HELLENAS, 2002). Para
a deteccdo da acrilamida marcada isotopicamente usada como padrdo interno, as
transicdes monitoradas sdo 75>58 para [Ds] - e ['*C3] -acrilamida e 73>56 para ['3C] -

acrilamida.

A separagdo da acrilamida nas colunas de cromatografia liquida ¢ um desafio
adicional. A coluna C18 ou ODS ¢ frequentemente usada, mas o comportamento de
retengdo pode diferir dependendo do seu endcapping. Nesse contexto, um endcapping
hidrofilico aparentemente favorece a retencdo de acrilamida ao usar um sistema de
eluicdo aquoso. As colunas de carbono em grafite (Hypercarb) também foram
empregadas com sucesso para a determinagdo da acrilamida, apesar de alguns analistas
terem notado que isso pode levar a respostas instaveis em um lote analitico. O uso de uma
coluna de gel de polimetacrilato também foi relatado bem como uma coluna de fase
normal. No caso posterior, um sistema de elui¢do acida (H2SO4 0,01 M) foi combinado

com a detecc¢do por UV (STADLER; GOLDMANN, 2008).

5. Conclusao

A presenca de acrilamida em alimentos processados termicamente tem se
convertido em uma questdo de interesse para a saude publica devido a sua ocorréncia em
alimentos de consumo comum e os seus efeitos neurotoxicos e potencialmente
carcinogénicos e genotoxicos em humanos. Existem poucos estudos sobre os niveis de
acrilamida em acucares e os dados existentes até o momento sdo basicamente
provenientes de paises como Colombia, Peru, China e Japao, fazendo-se necessario obter
maiores informagdes que permitam o desenvolvimento de estratégias de mitigagdo para
este produto. Além disso, ndo existem dados de avaliacdo da exposi¢do da populagio
brasileira a acrilamida através do consumo de aclcar ndo centrifugado, alimento

amplamente produzido e comercializado nos estados do Nordeste.
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Abstract

A liquid chromatography tandem mass spectrometry analytical method (LC-MS/MS)
preceded by a rapid and simple QuEChERS-based sample preparation was developed and
validated for the determination of acrylamide in non-centrifugal sugar (NCS). Adequate
linearity in calibration curves, selectivity and sensitivity were achieved. A limit of
detection (LOD) and a limit of quantitation (LOQ) of 10 and 20 pg kg™, respectively,
were obtained. Recoveries (84.3—-107.5%) and coefficients of variation (CV<15%) for
repeatability and reproducibility conditions were suitable in intraday and interday
laboratory conditions. The content of acrylamide was determined in 76 commercial
samples of NCS from different Latin America countries and ranged from <20 to 1414 pg
kg!'. The highest mean acrylamide amounts were found in samples from Peru, Ecuador
and Colombia (636 + 418, 446 + 337 and 401 + 278 pg kg™!, respectively). Considering
the form of the product, the highest average levels were found in granulated NCS (517 +
313 pg kg!) when compared to block (294 262 ug kg™!). Within the Colombian samples,
organic NCS, made with natural flocculant, presented a higher acrylamide mean content
(721 £ 217 ug kg™!) than conventional samples (363 + 261 ug kg™'). Although the Margin
of Exposure (MOE) values for neurotoxicity suggested that the estimated intakes in Brazil

and Colombia are not a concern, MOESs obtained for neoplastic effects raised attention.

Keywords: Process contaminant; Maillard reaction; panela; rapadura; unrefined sugar;

risk assessment.
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1. Introduction

Non-centrifugal sugar (NCS), the technical denomination used by the Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 1994), is a solid product obtained
from the evaporation, concentration and crystallization of sugarcane juice (Saccharum
officinarum L.), up to a concentration higher than 90 °Brix (FAO, 2014). The NCS
elaboration process can vary from country to country, but it is always characterized by a
predominantly rural, traditional and artisanal production, little organized, with low rates
of introduction of mechanized technologies, in which the process conditions and
characteristics of the final product are not controlled (Mujica, Guerra & Soto, 2008;

Castellanos, Torres & Florez, 2010).

The NCS is known by different names such as jaggery or gur (South Asia),
panela (Colombia, Ecuador), rapadura (Brazil), piloncillo (Mexico), muscovado
(Philippines) and kokuto (Japan), and has been traditionally consumed as a sweet and/or
sweetener in sugarcane producing regions, being commercialized in granulated or block
forms (Jaffé, 2013). Block is the main form of distribution worldwide, but it is less

suitable for food applications (Weerawatanakorn et al., 2016).

According to data from FAOSTAT (2017), 32 countries in the world produce
NCS, with India being responsible for 60.4% of global production, followed by Colombia
with 12.2%, which is also the world's largest consumer with about 19 kilos per year per
capita (ICBF, 2020). Brazil is the fourth largest global producer with 494 thousand tons
and has an average consumption of 0.121 kilos per capita per year (IBGE, 2011).

Beneficial health properties have been attributed to NCS, such as bioactive
product with antioxidant activity due to its content of phenolic compounds and flavonoids
(Meerod, Weerawatanakorn & Pansak, 2019; Igbal et al., 2017; Asikin et al., 2016;
Weerawatanakorn et al, 2016) that promote, together with the presence of Fe and Cr,
immunological and cytoprotective effects (Jaffé, 2012), making it a healthier alternative
to traditional sugar or other artificial sweeteners as well as an interesting product for

export (FAO, 2014).

The Maillard and caramelization reactions that are triggered with high
temperatures are the main chemical transformations during the production of NCS,
through which its characteristic color and flavor are generated (Mesias et al., 2020;

Vargas et al., 2014). In parallel, the presence of reducing sugars and free asparagine in
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the sugarcane juice, besides a pH between 5.0 and 6.0, are favorable conditions for the
formation of compounds of toxicological interest such as acrylamide, which is a
neurotoxic, carcinogenic and genotoxic contaminant that also produces adverse
reproductive effects identified during experimental studies in animals (EFSA, 2015).
According to the International Agency for Research on Cancer (IARC), acrylamide has
been classified as a probable human carcinogen (group 2A) (IARC, 1994).

Carbohydrate-rich foods have been the main products investigated for the
presence of acrylamide; however, there are still few studies on the levels of this
contaminant in NCS, in which values ranging between <1.2 and 3058 pg kg™! have been
determined, with the highest concentrations observed in samples from Colombia, Peru

and Japan (Gomez-Narvaez et al., 2019; Satin, 2018; Kawahara et al., 2018).

Analytical methods to determine acrylamide in NCS have already been reported
by some authors. Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) are the main employed techniques due
to their high accuracy and sensitivity, as well as good stability and reproducibility (Pan
etal., 2020). Solutions of Carrez I and Carrez II followed by solid-phase extraction (SPE)
on Oasis-HLB® cartridges for cleanup are mainly used (Pan et al., 2020; Gomez-Narvaéz
et al., 2019; Mesias et al., 2020), with disadvantages such as high costs, quantitative
transfers, and/or multiple SPE cleanups. The QuEChERS-based sample preparation
method proposed by Mastovska and Lehotay (2006) has not been employed to determine
acrylamide in sugars so far, but some authors demonstrated that this approach can be
successfully applied to different matrices (Andaci¢ et al., 2020; Dibaba et al., 2018; Surma
et al., 2017; Petrarca et al., 2017).

In this context, the objective of the present study is to evaluate the acrylamide
levels in NCS produced and commercialized in different countries in Latin America,
including Brazil, Colombia, Ecuador, Mexico, Peru and Bolivia, through the validation
of an analytical method using ultra-high performance liquid chromatography tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) preceded by a rapid and simple QuEChERS-based
sample preparation. In addition, the work also describes an exposure assessment to
acrylamide through the consumption of NCS in Brazil and Colombia, as well as the risk

characterization using the Margin of Exposure (MOE) approach.



67

2. Material and methods

2.1. Analytical standards

Acrylamide (99%) and 2,3,3-d3-acrylamide (98%) standards were purchased
from Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) and Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
(Tewksbury, MA, USA), respectively. Stock standard solutions of acrylamide (1000 pg
mL') and ds-acrylamide (100 pg mL™') were prepared in ultrapure deionized water and
stored at -18 °C. Working standard solutions were prepared weekly by diluting stock
standard solution with ultrapure water at concentrations of 2.5 pg mL! for acrylamide

and 5, 25 and 50 pg mL™! for d3-acrylamide, which were stored at 4 °C.

2.2. Reagents and consumables

Acetonitrile HPLC grade was purchased from J.T Baker® (Phillisburg, NJ,
USA), formic acid (98-100%) was provided by Merck® (Darmstadt, Germany) and
ultrapure water was obtained through a Milli-Q water purifier system (Millipore, Bedford,
MA, USA). Sodium chloride (NaCl) and anhydrous magnesium sulfate (MgSQO4), both
high-purity grade, were purchased from Sigma-Aldrich®. Primary secondary amine
(PSA) sorbent was provided by Supelco® (Bellefonte, PA, USA) and PTFE syringe filters

(13mm x 0.22um) were purchased from Analitica (Sdo Paulo, SP, Brazil).

2.3. Samples

A total of 76 samples of non-centrifugal sugar, including different brands,
batches and forms of presentation (block or granulated), was acquired from supermarkets
and other retail markets located in different countries from Latin America, including
Colombia (38), Brazil (16), Ecuador (12), Peru (6), Mexico (3) and Bolivia (1), between
July 2018 and September 2019. The samples were maintained in their original packaging

and stored at room temperature, protected from light and humidity, until analysis.

2.4. Sample preparation

Prior to extraction, the samples available commercially in block form were
grated and homogenized. Then, 2.0 g of homogenized sample were weighed into a 50 mL
polypropylene tube and a suitable volume of the internal standard solution was added to
obtain 100 ug kg! of ds-acrylamide. The mixture was allowed to stand at room

temperature for at least 15 min. Subsequently, 5 mL of water were added and the mixture
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was vortexed for 10 min in order to dissolve the sample completely. Five milliliters (mL)
of acetonitrile containing 0.01% formic acid were added followed by 0.5g of NaCl and
2g of anhydrous MgSOs. After vigorous shaking for 1 min, the mixture was centrifuged
for 5 min at 3500 g (centrifuge 58 10R Eppendorf, Hamburgo, Germany). Then, 1 mL of
the supernatant (acetonitrile extract) was transferred to a 1.5 mL tube containing 50 mg
of PSA sorbent and 150 mg of anhydrous MgSO4. The mixture was vortexed for 30 s and
centrifuged for 1 min at 12000 g (microcentrifuge Gyrozen©, Daejeon, Korea). The
supernatant was collected and filtered using a 0.22 pm PTFE membrane into a vial for
injection into the LC-MS/MS system. The analyses were performed in duplicate and those
samples containing acrylamide content exceeding 220 ug kg! were diluted up to 10 times

with blank matrix extract.

2.5. LC-MS/MS analysis

An ultra-high performance liquid chromatography system (UHPLC 1290
Agilent Technologies, CA, USA) coupled to triple quadrupole tandem mass spectrometer
with electrospray ionization (ESI) source operating in positive mode (6460 Agilent
Technologies, CA, USA) was used for the determination of acrylamide. The
chromatographic separation was achieved using a C8 column (2.1 x 100mm, 1.8um;
Zorbax RRHDSB, Agilent Technologies, CA, USA) maintained at 30 °C. The mobile
phase consisted of ultrapure water (A) and acetronitrile (B), both acidified with 0.01%
formic acid, and the elution was performed using a linear gradient as follows: 0 min, 5%
B; 5 min, 50% B; 5.01-6 min 5% B; resulting in a total run time of 6 min with additional
7 min of post run time to stabilize the column with the initial conditions. The flow rate
and the injection volume were 0.3 mL min and 1 pL, respectively. The ESI conditions
were as follows: gas temperature, 300 °C; gas flow, 12 L min™'; nebulizer 35 psi; sheath
gas temperature, 350 °C; sheath gas flow, 12 L min’!; capillary voltage, 2 kV. Nitrogen
gas was used as nebulizing, desolvation and collision gas. The data acquisition was
carried out using Mass Hunter software workstation (version 8.00, Agilent Technologies,
CA, USA) and the identification and quantitation of acrylamide in the samples were
performed in selected reaction monitoring (SRM) mode. Source Optimizer and Optimizer
tools were used to set the ESI source conditions and establish the quantifier and qualifier
transitions as well as the best collision energies, respectively. For acrylamide, m/z 71.08
(precursor) and m/z 55.1 —and m/z 44.1 (products) were monitored, whereas m/z precursor

75.1 and products 58.1 - 44.1 were used for d3-acrylamide. The fragmentor used was 40
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and the collision energies were 9V for quantifier transitions and 17V for qualifier

transitions.

2.6. Method validation

The performance characteristics of the analytical method were established through
an in-house validation procedure, including selectivity, limit of detection (LOD), limit of
quantitation (LOQ), linearity, trueness and precision, under repeatability and within-
laboratory reproducibility conditions (Eurachem, 2014). For this, a non-centrifugal sugar
sample, in which acrylamide concentration was low (< LOQ), was used as a blank
representative matrix to obtain the calibration curves and to prepare the fortified samples
for recovery and precision tests. The fortified samples were prepared on the same day at
20, 100 and 220 pg kg'!'. To obtain a better interaction between the analyte and the blank
matrix, the fortified samples were allowed to stand at room temperature for at least 1 h
before the extraction procedure. Calibration curves, in the range 20-220 ug kg!, were
prepared in solvent (acetonitrile containing 0.01% formic acid) to estimate the matrix
effect, in blank matrix extract to evaluate the recovery and precision of the method, and
in blank matrix to quantify the commercial samples. All analytical curves included six
concentration levels each, which were constructed by plotting acrylamide/ds-acrylamide
peak area ratio against concentration levels. The calibration curves were constructed

using standard solutions of 5.0 pg mL! of d3-acrylamide and 2.5 ng mL™! of acrylamide.

2.7. Exposure assessment and risk characterization

The acrylamide intake was estimated by combining data of total per capita
consumption of NCS from Brazil and Colombia with the acrylamide contents determined
in the present study for the respective countries. Exposure assessments for the other
countries were not carried out due to the limited number of samples analyzed and/or
unavailability of consumption data.

Brazilian consumption data were obtained from a Household Budget Survey (POF
2008-2009) conducted by the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE)
between 2008 and 2009 (IBGE, 2011). The consumption data were collected from 13,569
selected households, covering the main Brazilian regions (North, Northeast, Central-
West, Southeast and South), including 34,003 household members with 10 or more years

of age. Thus, individual consumption data were recorded on two non-consecutive days
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for all foods (including ready meals and beverages) consumed over 24 hours, as well as
the quantities consumed in units of homemade measure, the form of preparation and the
consumption at home or outside home. Finally, the reported consumption data, expressed
in kg of food per capita per year, was available for the total Brazilian population as well
as for each Brazilian region. Since the Ceara State (localized in the Northeast region from
Brazil) presented the highest per capita consumption of NCS of the country, particularly,
this data was used to simulate the “worst scenario” of exposure. An adult weight (18 to
75 or more years old) standard of 66 kg was considered in the calculations (IBGE, 2011).

Colombian consumption data were obtained from a national survey of the
nutritional situation 2015 (ENSIN 2015), conducted by the Colombian Institute of Family
Welfare (ICBF), Ministry of Health and Social Protection (Minsalud) and the National
University of Colombia (UNAL) between 2015 and 2016. For the analysis of dietary
intake of the ENSIN, the 24-hour recall method (R24) was used, which consists of the
individual application of a detailed interview on all the foods and beverages consumed
during the 24 hours of the day prior to the interview (ICBF, 2020).

The dietary intake information for ENSIN 2015 was obtained from a sample of
34,096 people from 0 to 64 years old, including pregnant women. Likewise, in order to
estimate the population distribution of the usual intake and adjust for intra-individual
variability, a second recall was carried out on 11.9% of the population (4,612 people). To
guarantee independence between the observations, the two interviews were made on non-
consecutive days, with intervals between 48 and 72 hours. Finally, the reported
consumption data, expressed in grams per capita per day, were classified by regions
(Atlantic, Central, Eastern, Orinoquia-Amazonia, Pacific and Bogota) and by age group
(1 to 4 years, 5 to 12 years, 13 to 17 years and 18 to 64 years). For the present study, the
group of pregnant women was not taken into account. The body weights used for the
calculations were 13.7 kg (1 to 4 years), 29.7 kg (5 to 12 years), 53.4 kg (13 to 17 years)
and 69.2 kg (18 to 64 years), corresponding to the average by age range reported in the
same survey (ENSIN 2015).

For each exposure scenario, different situations were simulated considering the
mean, the median and the 95th percentile (P95) of the acrylamide content in the analyzed
samples. Analytical results below the LOQ were replaced by 1/2 LOQ, that is 10 pg kg
!, since the number of samples with results below the LOQ was less than 60% of the total

number of samples (WHO, 2002).
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For the risk characterization of genotoxic and carcinogenic compounds, such as
acrylamide, the margin of exposure (MOE) value is considered appropriate and it can be
calculated through the relationship between toxicological reference values and the
estimated levels of intake. For peripheral neuropathyc effects, the estimated intakes were
compared with the BMDL o values of 0.43 mg kg™ of body weight (bw) per day and for
tumours in the Harderian gland adenomas of male mice (neoplastic effects), a value of
0.17 mg kg'! bw per day was used, as suggest by the European Food Safety Authority
(EFSA) (2015).

2.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Minitab® Statistical Software version
19 (State College, Pennsylvania, USA). Data were expressed as mean + deviation
estimative. The statistical significance was checked through analysis of variance
(ANOVA one-way) followed by Tukey's test at the 95% confidence level. All statistical

parameters were evaluated at p < 0.05 significance level.
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3. Results and discussion

3.1. Method performance characteristics

In the determination of acrylamide in complex matrices using low-resolution
LC-MS/MS systems, the method selectivity has been a decisive parameter for the
distinction of the contaminant from potential matrix interfering compounds with the same
fragmentation profile (Petrarca et al., 2017; Bermudo et al., 2008; Senyuva & Gokmen,
2006). As reported by Senyuva & Gokmen (2006) and Bermudo et al. (2008), a potential
interfering compound in the analysis of acrylamide is the amino acid valine. By the
injection of a mixture of valine and acrylamide solution in acetonitrile at 1 ug mL"!, using
the pre-established liquid chromatographic conditions, a complete separation between the
acrylamide peak (#- = 1.27 min) and the co-extracted valine (#- = 1.06 min) was achieved
demonstrating the ability of the analytical method to determine unequivocally the

acrylamide in NCS samples, thus minimizing the chances of false positives (Figure 1).
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Figure 1. Chromatogram and mass spectrum with precursor and product ions of a
standard solution of (A) acrylamide and (B) valine in solvent at a concentration of 1 ug

mL1.
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Linearity was evaluated in solvent, extract and matrix-matched calibration
curves, which included six concentration levels each and were injected in triplicate.
Solvent calibration curve was prepared in acetonitrile containing 0.01% formic acid at 8,
24, 40, 56, 72 and 88 pg L' concentration levels. For extract and matrix-matched
calibration curves, suitable volumes of working standard solution were added to non-
centrifugal sugar extract and sample with acrylamide level lower than LOQ), respectively,
providing concentration levels of 20, 60, 100, 140, 180 and 220 ug kg*' of standard
equivalent in the sample. Adequate linearity between the concentration level and the
analytical response was verified for all calibration curves with linear correlation
coefficients (r) above 0.99 (Table 1). No outlier values were identified and
homoscedasticity was verified in the analytical responses using the Grubbs test (p = 0.05)
and Cochran’s C test (p = 0.05), respectively.

Matrix effect (ME) was estimated using the equation: ME (%) = [(SE-SS)/SS] x
100, where SE is the slope obtained from the extract calibration curve and SS is the slope
obtained from the solvent calibration curve. A low matrix effect of 10.9% was observed
(Table 1), then matrix-matched calibration curves were used to compensate the matrix-
induced increment on the acrylamide signal and thus for quantification purposes.

The LOD was established as the smallest content of acrylamide (10 pg kg™') that
was reliably detectable in the spiked NCS extracts and that could be distinguished from
the noise, but not necessarily quantifiable. The LOQ was set as the lowest content of
acrylamide (20 pg kg!) that could be detected and quantified in the NCS samples with
acceptable values of trueness and precision, as can be seen in the Table 1. This LOQ value
has been reported in previous studies of acrylamide in Brazilian foods (Arisseto et al.,
2007), baby foods (Petrarca et al., 2017) and biscuits commercialized in Spain (Mesias,
Morales & Delgado-Andrade, 2019).

The accuracy of the method was evaluated through spiking/recovery
experiments using a NCS sample with acrylamide level lower than LOQ, which was
spiked with a properly amount of the working standard solution providing concentrations
0f 20, 100 and 220 ug kg™! of standard equivalent in the sample. A total of six independent
replicates at each level was analyzed on the same day and the mean recovery values
ranged between 84.3 and 107.5% (Table 1). According to the European Commission
Decision 2002/657/EC (EC, 2002), recoveries from 80 to 110% are acceptable at spiked
levels above 10 pg kg'.
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The precision, expressed as coefficient of variation (CV%), was assessed under
repeatability and within-laboratory reproducibility conditions. A total of six independent
replicates at each level was analyzed on the same day under the same chromatographic
conditions, with intraday-precision values ranging from 2.0 to 14.7% (Table 1). Under
within-laboratory reproducibility conditions, the interday-precision values varied from
6.4 to 12.5% (Table 1), which were obtained from 12 independent replicates at each level
analyzed on two different days by the same analyst under the same chromatographic
conditions. All CV% values obtained were lower than 15%, as recommended by the

European Commission Decision 2002/657/EC (EC, 2002).

Table 1. Method validation parameters for acrylamide quantification in non-centrifugal

sugar by LC-MS/MS.

Parameter Acrylamide
LOD (ug kg™) 10
LOQ (ng kg™) 20
Matrix effect (%) 10.9
Linearity (20-220 pg kg)* r>0.99
Recovery (n =6, %)
20 ug kg! 100.2
100 pg kg™! 84.3
220 ug kg™! 107.5
Precision (CV, %) Intra-day (n = 6) Inter-day (n =12)
20 pg kg! 14.7 12.5
100 pg kg! 9.0 6.4
220 ug kg! 2.0 9.2

LOQ: limit of quantification; LOD: limit of detection; r: correlation coefficient; CV: coefficient
of variation. * Matrix-matched calibration curve.

3.2. Acrylamide levels in non-centrifugal sugar (NCS)

The occurrence of acrylamide was investigated in 76 commercial samples of
NCS from Colombia, Brazil, Ecuador, Peru, Mexico and Bolivia, including only samples
without addition of flavoring or other flavor additives. Acrylamide was detected in 100%
of the samples analyzed, whose contents ranged from <LOQ (20 pg kg™') to 1414 pg kg
I, with average and median concentrations of 379 ug kg™' and 314 pg kg'!, respectively.
The majority of the samples (96.1%) contained acrylamide above the LOQ of 20 pg kg-

!. The individual values are presented in the Figure 2.
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Figure 2. Acrylamide content in non-centrifugal sugar (ug kg™'). Values are mean +

deviation. Dotted lines indicates the median (P50) and the 90th percentile (P90).

The highest amounts of acrylamide were detected in samples from Peru, Ecuador
and Colombia, with average contents of 636, 446 and 401 ug kg™, respectively (Table 2).
In contrast, samples from Mexico, Bolivia and Brazil presented the lowest levels, with
average contents of 147, 155 and 240 ug kg™!, respectively. Nevertheless, only three
samples from Mexico and one sample from Bolivia were analyzed, which is insufficient
to obtain a clear conclusion about the behavior of acrylamide in NCS of these countries.
It is important to note that countries with higher levels of acrylamide contained samples
in granulated and block form, while countries with lower levels only presented block
samples.

Our findings support previous studies on acrylamide in NCS samples reported
by Goémez-Narvaez et al. (2019) and Invima (2018), whose contents ranged between 60
and 3058 ug kg! and from 29 to 2762.8 pg kg™, respectively. Similar results (35 —2325
ug kg!) were also reported in brown sugar samples from Japan (Kawahara et al., 2018).
On the other hand, a maximum acrylamide level of 180.6 ug kg™! was found in brown

sugar from the Inner Mongolia region in China (Gao et al., 2016).



Table 2. Occurrence of acrylamide in non-centrifugal sugar.

76

No. of Median Minimun- Mean P95
samples  (ug kg) Maximun (ug kg
Total 76 314 <LOQ -1414 379 £301 939
Country
Brazil 16 234 <LOQ - 855 240 £ 229 546
Colombia 38 319 <LOQ-1210 401 +278 910
Ecuador 12 394 113 -1262 446 + 337 1090
Peru 6 544 178 — 1414 636 +418 1233
Mexico 3 98 52-292 147 + 128 273
Bolivia 1 NA 155 155 NA
Form
Granulated 29 443 113 -1414 517+313a 1137
Block 47 237 <LOQ-1210 294+262b 891
Colombian Type
Organic 4 753 441 -936 721 £217a 902
Conventional 34 303 <LOQ-1210 363+261 b 782

NA: not applicable; P95: 95" percentile; Different lowercase letters represent different means, in
the same column, by Tukey test with significant difference with 95% confidence level (p < 0.05).

Differences in the acrylamide levels can be partially explained due to the
variations on precursor contents in the sugarcane, such as reducing sugars and the amino
acid asparagine, which are associated to sugarcane genotypes, fertilization, harvest, soil
types, maturity stage, among others (Velasquez et al., 2019). Normally, ripe sugarcane
presents a high content of sucrose and minimum concentration of reducing sugars
(Olimpio, 2014). In addition, an increment in the quantity of reducing sugars in molasses
has been related with the nitrogen fertilization of sugarcane soils (Morales-Ramos,
Osorio-Miron & Rodriguez-Campo, 2017). Other important factors include the time
between sugarcane cutting process and the milling, as well as the pH of the sugarcane
juice before clarification, which is neutralized using pH regulators until reaching a pH
close to 6.0. Both factors prevent the sucrose inversion reaction, thus avoiding an increase
in the content of reducing sugars available for the formation of acrylamide and fungal
contamination, contributing to the shelf life of the NCS samples (Morales-Ramos,
Osorio-Miron & Rodriguez-Campo, 2017; Dezfuly, Mahadevaiah & Demappa, 2013;
Solomon et al., 2006).

According to the Commission Regulation (EU) 2017/2158 (EC, 2017),

benchmark levels are performance indicators to be used to verify the effectiveness of the
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mitigation measures and are based on experience and occurrence for broad food
categories. The concentration of acrylamide at percentiles 90 or 95 could be proposed as
benchmark level, suggesting that they can usually be lowered by applying good
manufacturing practices. Mesias and Morales (2015), in a study of acrylamide in
commercial potato crisps from the Spanish market, indicated that the definition of signal
values (P90, percentile 90) is useful for companies to monitor the success during the
application of mitigation strategies, if any. Three levels have been defined, namely: 1)
acceptable (value < P50); ii) for evaluation (P50 < value < P90); and iii) unacceptable
(value > P90). In our study, 10% of the samples exceeded 777 pg kg™ (P90), value that
could be proposed as a benchmark level and from which strategies should be devised to
mitigate acrylamide formation (Figure 2).

The technological process is another factor that can influence on the acrylamide
content. As can be seen in the Table 2 and Figure 3, the highest levels of acrylamide (p <
0.05) were found in the granulated NCS (mean = 517 ug kg! and median = 443 pg kg™!)
when compared to the block product (mean=294 pg kg-! and median=237 pg kg™!). These
results are similar to those reported by Gomez-Narvaez et al. (2019), whose average
content in the granulated and block products were 812 pg kg' and 540 pg kg,
respectively. Probably, the highest levels of acrylamide in the granulated product are due
to the higher temperatures used for its production. In the processing of NCS, the
sugarcane juice is boiled to evaporate the water and concentrate the soluble solids, from
16-20 °Brix (initial) to 90-94 °Brix (final). Thus, temperatures between 120 and 130 °C
are applied to obtain the concentrated sugarcane juice (90 to 92 °Brix) used for the
preparation of the block products, whereas higher temperatures (from 126 to 132 °C) are
required to obtain 94 °Brix for granulated products; however, these values can vary up to
2 °C according to the altitude, the purity, the type of technology implemented, the energy
efficiency of the process and the operation conditions (Velasquez, 2019; Rozo, 2013).
The time and temperature employed in the thermal process contribute to a maximum
moisture content of 9% and 5% in block and granulated products, respectively (CAC,
2019).

It is noteworthy to mention that according to Figure 3, the NCS in a granulated
form presents a less controlled process than the NCS in block, which can be explained
because the manufacturing processes are artisanal and the thermal efficiency of the
process varies greatly depending of the type of equipment used (open evaporators (pans)

or horizontal/vertical stirred film evaporators), affecting the residence times of the
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sugarcane juice in the evaporation and concentration stages, which has a great impact on
the formation of acrylamide (Velasquez, 2019).

NCS in block format, available in different sizes, has been the main form of
distribution of the product around the world, though NCS granulated presents some
advantages such as easier dosing, increased solubility and storage stability (Mujica,
Guerra & Soto, 2008). Nonetheless, Colombian, Ecuadorian and Peruvian producers have
exported granulated NCS to South Korea, Spain, Italy, Australia, Canada, United States
of America and Argentina, whose expansion of the international market depends on

maintaining a standardized quality and acrylamide levels lower than 500 pg kg™ (INS,
2012).
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Figure 3. Acrylamide content in non-centrifugal sugar commercially available as block

or granulated.

According to the information declared in the product packaging, the Colombian
NCS samples were classified as organic (n = 4) or conventional (n = 34) products. The
highest average acrylamide content (p < 0.05) was found in the organic samples (Figure

4), possibly due to the type of flocculant used in the preparation of the product.
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Figure 4. Acrylamide content in organic and conventional Colombian non-centrifugal

sugar.

In order to remove the impurities present in the sugarcane juice (leaves,
suspended impurities, coagulated proteins, waxes, colloids and pigmented substances,
among others), in the Colombian factories, flocculant agents are used in the clarification
stage of the process. Among these compounds, we highlight natural flocculants such as
balso (Heliocarpusamericanus L.), cadillo (Triumfettalappulal) and gudsimo
(Guazumaulmifolia Lam), which are obtained from maceration of the bark of specific
trees, as well as the long-chain artificial flocculants including polyacrylamide (Dezfuly,
Mahadevaiah & Demappa, 2013). Studies suggest that the high levels of acrylamide
detected in NCS samples may be related to the use of polyacrylamide as flocculant in the
process, since this polymer may contain a certain amount of the unpolymerized
acrylamide monomer and thus contaminate the product during the processing, as well
other factors that could result in the degradation of polyacrylamide to acrylamide (Zhou
et al., 2013; Ou et al., 2007). However, as shown in the Figure 4, the organic NCS
samples, in which natural flocculant was used, presented an average acrylamide content
(721 pg kg") higher than the conventional samples (363 pg kg!). This can be explained
by the fact that the natural flocculants are composed mainly of carbohydrates (fructose,
glucose and maltose), thus increasing the amount of reducing sugars available for

acrylamide formation (Ortiz et al., 2011).
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3.3. Estimate of acrylamide intake and risk characterization from non-centrifugal sugar

(NCS) consumption for the Brazilian and Colombian population

Data in Table 3 shows the per capita NCS consumption and the intake of the
contaminant in Brazil calculated with the acrylamide levels determined in the present
study (Table 2). The 95th percentil of acrylamide content in the samples was used in order

to obtain the intake for high consumers.

Table 3. Consumption of non-centrifugal sugar and intake for the Brazilian population.

Consumption _ Intake (ug kg™ bw day™)

Regions (kg ano™) Mean Median P95
Total 0.121 0.001  0.001  0.003
Cear4 State 0.865 0.009  0.008  0.020
North 0.053 0.001  0.001  0.001
Northeast 0.293 0.003  0.003  0.007
Center-West 0.07 0.001  0.001  0.002
Southeast 0.04 0.0004 0.0004  0.001
South 0.083 0.001  0.001 0,002

Acrylamide intakes for the total Brazilian population varied from 0.001 ug kg™!
bw day! in the mean and median acrylamide levels to 0.003 ug kg*! bw day! in the 95th
percentile (Table 3). For the different regions, the values ranged from 0.0004 to 0.003 pg
kg! bw day! in the mean/median acrylamide level and from 0.001 to 0.007 pg kg™' bw
day™! in the 95th percentile. The lower intake was observed in the Southeast region and
the higher exposure was verified in the Northeast region, in which the Ceara State stands
out, presenting values between 0.009 ug kg!' bw day™! at the mean level of acrylamide
and 0.020pg kg! bw day™! at the 95th percentile. The large variations observed are due to
differences in dietary habits and food preparation styles of each region.

According to Olimpio (2014), the NCS or “rapadura” is a product traditionally
consumed by the population of the Brazilian Northeast region, especially in the State of
Ceara, replacing other products such as refined sugar due to its high nutritional and low
commercial value. The Northeast region is responsible for 70.6% of the NCS production
and Cearad state is the main producer. The Southeast region represents 21.4% of the NCS

national production, according to IBGE (2011). The consumption of NCS or “rapadura”



81

in Brazil is linked with social strata with low purchasing power and the product is
considered a "poor food" (Olimpio, 2014). This fact could influence its consumption in
regions such as the Southeast, which is 86% less than in the Northeast region.

In Colombia, the highest and lowest intake levels of acrylamide considering the
consumption of NCS (or “panela”) for the total population at the mean acrylamide
concentration were observed for children between 1 to 4 years (1.45 pg kg! bw day™')
and adults between 18 to 64 years (0.33 ug kg'! bw day™!), respectively (Table 4). The
results were influenced by the higher consumption of the adults, lower body weight of
children, and variations in the consumption of different regions.

Taking the different regions into account, the highest amounts per range age
were found in children between 1 to 4 of the Pacific region (1.61 pg kg™ bw day™),
children between 5 to 12 years of the Central region (0.77 pg kg™! bw day™!), adolescents
of the Central region (0.47 ug kg! bw day') and adults of the Atlantic region (0.40 ug
kg! bw day) at the mean acrylamide level.

In Colombia, NCS or "panela" is a traditional product, consumed by 97% of the
population in all socioeconomic strata (Celis, 2017). The product is consumed as a hot or
cold drink, called “aguapanela” or “agua de panela”, which can also be mixed with milk
and offered to children in baby bottles (Vargas, 2016). According to the ENSIN 2015
study (ICBF, 2020), the frequency of consumption per person is between 1.8 to 1.9
times/day. Currently, the annual consumption of the product is between 18 to 21 kg per
capita (ICBF, 2020), but 10 years ago it was around 32 kg per capita (Celis, 2017). This
is due to new consumer trends, competition in the beverage segment and changing tastes,
especially among young people.

The Central region, made up of the departments of Antioquia, Caldas, Caqueta,
Huila, Quindio, Risaralda and Tolima, registered the highest consumption with
approximately 22 kg per capita per year (ICBF, 2020). Santander (Eastearn region) is the
department with the most expressive production while the highest percentage of hectares
of sugar cane planted is found in the department of Cundinamarca (Eastearn region). The

department of Cauca (Pacific region) has the largest number of producers (Celis, 2017).
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Table 4. Consumption of non-centrifugal sugar and acrylamide intake for the Colombian

population.
. Intake

s ASLSD ComIn gy
Mean Median P95
1to4 18.1 145 115 329
Total 510 12 18.4 0.68 054 154
130 17 19.2 039 031 0.90
18 to 64 20.6 033 026 0.74
1to4 15.2 122 097 277
, 51012 17.0 063 050 143
Bogota 130 17 14.1 029 023 0.6
18 to 64 18.5 029 023 0.67
1to4 16.4 132 105 299
, 510 12 17.7 0.65 052 149
Atlantic . )5 19.5 040 032 091
18 to 64 255 040 032 092
1to4 19.3 155 123 3.52
Contral 510 12 21.0 077 062 1.76
130 17 23.0 047 038 1.08
18 to 64 23.6 037 030 0.85
1 to 4 16.8 135  1.07 3.06
510 12 16.6 061 049 139
Eastearn . 17 17.4 036 029 08l
18 to 64 17.5 028 022 0.63
1to4 14.4 .15 092 262
Orinoquia- S5to12 15.6 0.58 046 1.31
Amazonia 13to 17 16.8 0.35 028 0.79
18 to 64 16.0 025 020 0.8
1 to 4 20.1 161 128 3.66
, 51012 16.6 061 049 139
Pacific 130 17 18.8 039 031 088
18 to 64 18.3 029 023  0.66

Few data on the population exposure to acrylamide from sugars can be found in
the literature. In China, the maximum exposure was estimated at 0.005 pg kg™! bw day™!
in the Zhejiang province for the population of 18 — 45 years old with 63 kg body weight
and the highest acrylamide levels found were derived from brown sugars (Gao et al.,

2016). In Japan, an intake of 0.056 pg kg™! bw day! in the 95™ percentile was estimated
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from brown sugar (Kawahara et al., 2018). According to Baron (2016), the exposure to
acrylamide in the Capital of Colombia (Bogota) from NCS was estimated to be between
0.07 and 0.43 pg kg! bw day!. The acrylamide intake reported by the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA) (2011) in refined sugar varied from 0.03
to 0.18 pg kg bw day!, according to commodities evaluated from the 13 GEMS/Food
consumption cluster diets (revision June 2006) (mean body weight = 60 kg). In general,
the exposure to acrylamide in Brazil due to the consumption of NCS is comparable with
results obtained in other countries, except for the study reported by Barén (2016) for the
Bogota population (Colombia).

Exposure to acrylamide in Colombia is considerably higher than in the countries
previously reported, due to the consumption habits of the population and the high
acrylamide levels detected in NCS. The intake decreases with the age group, which is
influenced by the increase in body weight. Baron (2016) obtained similar results.

Using the estimated acrylamide intakes and the BMDLo of 0.43 mg kg™ bw
day!, considered appropriate by EFSA CONTAM panel for peripheral neuropathy
(EFSA, 2015), the risks of neurotoxicity were characterized for the total population of
Brazil and Colombia. If the values of MOE are lower than 125 (safety threshold), a
potential concern and considerable risk of neurotoxicity can be expected (EFSA 2015;
Nematollahi et al., 2020).

All calculated MOEs for the total population of Brazil and Colombia were
greater than the safety threshold (125) established for neurotoxic effects, as well as the
MOE:s for the state of Ceara (Brazil) and the Central region (Colombia), used as “worst
scenarios” of exposure, except for children between 1 to 4 years in the Central and Pacific
regions of Colombia at P95, for which the MOE values were 122 and 117, respectively.
Therefore, it is possible to conclude that the neurotoxicity risk of acrylamide from NCS
in the Brazilian and Colombian population may be negligible. Baron (2016) obtained
similar results in the Bogota population (Colombia).

The risk characterization of the neoplastic effects was calculated using the
BMDL of 0.17 mg kg'! bw day! recommended by the EFSA CONTAM Panel (EFSA,
2015). The Committee concluded that, for substances that are both genotoxic and
carcinogenic, a MOE of 10 000 or higher, based on a BMDL ¢ from an animal study, and
taking into account overall uncertainties in the interpretation, would be of low concern
from a public health point of view (EFSA, 2015). Only the MOE values calculated for

high consumers in Ceara State for the Brazilian population were lower than 10 000 (the
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value obtained for 95th percentil was 8 671). For Colombian population, all MOE values
obtained were lower than safety limit of 10 000, indicating a potential human health
concern for these consumers. It is therefore necessary to continue efforts to reduce dietary
exposure to acrylamide. Similar results were reported for the population of the Bogota

city (Colombia) in previous studies (Baron, 2016).

4. Conclusion

This study presents the first data on the occurrence of acrylamide, a genotoxic
and carcinogenic compound, in samples of NCS sold in Brazil, in addition to the
concentration levels of this contaminant in samples from Bolivia, Colombia, Ecuador,
Mexico and Peru. A great variation in the content of acrylamide was observed between
samples from different countries, which indicates that the content of the contaminant is
dependent on the raw material used as well as on the product preparation process, which
is still very artisanal and poorly controlled. The granulated NCS showed the highest levels
of acrylamide when compared to the block product, whereas in the Colombian NCS
samples declared as organic, higher levels of acrylamide were detected in comparison to
the conventional NCS. The intake of acrylamide in Brazil was higher in the Ceara State
and the value of the MOE indicated a potential health risk for high consumers in relation
to neoplastic effects. On the other hand, the MOE values obtained for the Colombian
population indicated a potential human health concern for all consumers, especially for
children between 1 and 4 years. The results obtained may contribute to regulatory bodies
for the definition of maximum limits for this contaminant in this type of food product as

well as for the establishment of mitigation strategies to protect the consumer’s health.
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CONCLUSAO GERAL

Com base na revisdo bibliografica e nos experimentos desenvolvidos no presente
estudo, conclui-se que a acrilamida ¢ formada no agucar ndo centrifugado durante as
etapas de evaporacdo e concentragdo do caldo de cana onde ocorre o tratamento térmico
acima de 120 °C que, juntamente com o contetdo inicial de agucares redutores e
aminoacidos, favorecem a reacdo de Maillard, resultando na formacgdo deste composto

potencialmente carcinogénico e genotoxico.

Os valores obtidos quanto a ocorréncia da acrilamida em amostras do Brasil,
Bolivia, Coldombia, Equador, México e Peru mostram que existe uma grande variagdo que
pode ser atribuida: i) as mudancas nos teores dos precursores na cana-de-agucar, como
agucares redutores ¢ o aminoacido asparagina, que estdo associados a genotipos de cana-
de-agtcar, fertilizagdo, colheita, tipos de solo, estagio de maturagdo, entre outros; ii) ao
tempo e temperatura empregados durante o tratamento térmico, jA que o processo ¢é
artesanal e pouco controlado; iii) e ao tipo de aglutinante. O ANC granulado apresentou
os maiores niveis de acrilamida quando comparado com o produto em bloco. Amostras
de ANC da Coldombia declaradas como organicas também apresentaram concentragdes

mais elevadas quando comparadas com as convencionais.

O consumo do ANC no Brasil ¢ menor do que o da Colémbia, mas existe um
risco potencial para a saide em relagdo aos efeitos neopldsicos para grandes
consumidores do Estado de Ceara. Por outro lado, os valores de MOE obtidos para a
populacdo Colombiana indicam um risco potencial para a saude especialmente para
criangas entre 1 e 4 anos de idade devido ao baixo peso corporeo e alto consumo. Os
resultados obtidos poderdo contribuir com os 6rgdos reguladores para a definicdo de
limites maximos desse contaminante neste tipo de produto alimenticio como também para
o estabelecimento de estratégias de mitigagdo, que podem basear-se no desenvolvimento
de processos mais eficientes que empreguem um tempo de exposi¢do menor as altas
temperaturas, uso de vacuo que permita manter temperaturas de trabalho menores,
modificacdo genética da cana de agucar para diminuir o contetido de precursores, € uso

da asparaginase imediatamente depois da moagem da cana.

Recomenda-se, em pesquisas futuras, realizar um estudo da cinética de formagdo

e degradacdo da acrilamida e outros compostos induzidos termicamente durante o
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processo de obtengdo do ANC, assim como avaliar a influéncia dos diferentes tipos de

aglutinantes (naturais e artificiais) no conteudo final de acrilamida.
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