Quim. Nova, Vol. 33, No. 9, 1973-1976, 2010

BENZO(A)PIRENO, CARBAMATO DE ETILA E METANOL EM CACHACAS

Miriam Solange Fernandes Caruso*, Leticia Araujo Farah Nagato e Janete Alaburda
Divisao de Bromatologia e Quimica, Instituto Adolfo Lutz, Av. Dr. Arnaldo, 355, 01246-902 Sao Paulo — SP, Brasil

Recebido em 30/11/09; aceito em 26/5/10; publicado na web em 24/8/10

ecnica

r

BENZO(A)PYRENE, ETHYL CARBAMATE AND METHANOL IN CACHACAS. The objective of this work was to evaluate
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the presence of benzo(a)pyrene (BaP), ethyl carbamate (EC) and methanol in 61 samples of cachaca. The quantification of BaP was

carried out using HPLC with fluorescence detection, EC concentrations was determined by GC/MS and that of methanol, by GC/

FID. In all samples, the concentration of methanol remained below 5 mg 100 mL™" absolute alcohol. The results of BaP varied from
<0.03 to 0.86 pg L'!; the values of EC exceeded the limit established by Brazilian legislation (150 pug L") in 53% of the samples.
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INTRODUCAO

O produto alcodlico obtido a partir da destilacdo do caldo de
cana-de-actcar fermentado pode ser denominado como aguardente
ou cachaga, de acordo com a graduagédo alcodlica que apresente, con-
forme a Instru¢do Normativa n°® 13/2005, do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento (MAPA). A aguardente de cana € a bebida
com teor alcodlico de 38 a 54% v/v, enquanto a cachaga, de 38 a 48%
v/v.! A expressdo cachaga s6 € permitida para a bebida produzida ex-
clusivamente no Brasil? e corresponde a uma das bebidas brasileiras
mais populares, com uma produgio anual estimada em 1,4 bilhdo de
litros. Segundo dados do MAPA, apenas em 2006, as exportagdes de
cachaca representaram valores acima de 14 milhdes de d6lares, os quais
vém aumentando a cada ano. Os maiores compradores sdo Alemanha,
Paraguai, Uruguai, Portugal, Estados Unidos, Argentina e Itdlia.?

As cachacas podem ser produzidas em plantagdes proprias, colhi-
das manualmente sem o uso de queimadas e destiladas em alambiques,
ou obtidas a partir de grandes culturas, com colheita mecanizada e
utilizagdo eventual de queima da palhada e, normalmente, destiladas
em coluna. Cerca de 70% da producdo de cachacas corresponde
aquelas submetidas a este sistema de destilagdo.*

A ocorréncia de contaminantes organicos e inorganicos na cachaca
pode ter sua origem na cana-de-agtcar, utilizada como matéria-prima,
ou em alguma das diferentes etapas do processo produtivo. Devido ao
seu elevado consumo, controlar a qualidade desta bebida € uma ques-
tdo de saude publica, portanto, a presenga de contaminantes deve ser
avaliada. Alguns apresentam elevada toxicidade, dentre eles, o benzo(a)
pireno (BaP), carbamato de etila (CE) e metanol. Segundo a legislacio
brasileira em vigor,' os limites maximos tolerados para o carbamato de
etila e metanol, sdo, respectivamente, 150 ug L' (ppb) e 20 mg 100 mL!
de dlcool anidro (AA); ainda ndo existe limite estabelecido para BaP.

O BaP, um hidrocarboneto policiclico aromdtico (HPA) cons-
tituido de cinco anéis benzénicos condensados, € considerado pela
Agéncia Internacional de Pesquisas sobre Cancer (IARC) como
carcinogénico para humanos (Grupo 1).° Sua formagéo pode estar as-
sociada aos processos de combustio incompleta de matéria organica.
No caso da cachaga, a queima do canavial durante a fase de colheita
pode ser um processo precursor para formagao deste composto. Ou-
tra forma de contaminagdo da bebida pode ocorrer pelo contato do
caldo da cana com a graxa usada na lubrificagdo das moendas. Além
disso, as resinas asfdlticas que revestem os tanques onde podem ser
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armazenadas cachacas também podem contribuir para a ocorréncia
dos contaminantes, pois tanto a graxa como as resinas sio fontes
naturais de HPAs.®

Um outro contaminante presente naturalmente em bebidas alco-
¢licas e alimentos fermentados € o carbamato de etila (CE), também
denominado uretana ou etiluretana. Ele ¢ conhecido ha décadas por
sua atividade carcinogénica em muitas espécies de animais de labo-
ratério, sendo classificado no grupo 2A, pela IARC, como provavel
carcinogénico para humanos.’

O carbamato de etila pode ser formado durante todas as etapas de
producdo das bebidas, pela reagdo do etanol com alguns compostos
nitrogenados, como ureia, carbamil fosfatos, n-carbamil aminoécidos,
cianetos, entre outros. Estes compostos sdo provenientes do proprio
meio e como um resultado da atividade microbioldgica durante a
fermentagdo alcodlica, sendo a ureia o principal precursor para a
formagdo do CE. %!

O metanol € um 4lcool presente naturalmente em cachacas em
concentracdes abaixo de 20 mg 100 mL™! de dlcool anidro (AA) e sua
origem se da pela hidrdlise das pectinas oriundas da matéria-prima.
Dependendo da quantidade ingerida, o metanol pode causar intoxica-
¢do que se configura inicialmente por dor de cabega, ndusea, cegueira
e até amorte.'? Os casos de bebidas contaminadas com metanol estdo
somente relacionados com bebidas alcodlicas clandestinas.'

O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenga de BaP, carbamato
de etila e metanol em amostras de cachaca comercializadas na cidade de
Sao Paulo e, também, obtidas diretamente com os préprios fabricantes.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

As amostras de cachaga foram adquiridas em supermercados e lo-
jas especializadas da cidade de Sao Paulo/SP, Brasil. Foram analisadas
um total de 61 amostras de marcas ou lotes diferentes, provenientes
dos estados de Minas Gerais (33), Sao Paulo (22), Pernambuco (2),
Ceard (2) e Mato Grosso (2). Das 61 amostras analisadas, 51 eram
provenientes de destilagdo em alambique e 10 em coluna, segundo
informacdes do fabricante.

Materiais

Os solventes acetonitrila, ciclo-hexano, isopropanol e metanol
de grau cromatografico foram adquiridos da Mallinckrodt-Baker
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(Phillipsburg, EUA). Os reagentes de grau analitico foram adquiridos
da Merck (Darmstadt, Germany). A dgua utilizada para as andlises
foi purificada num sistema Toraypure Shimadzu (Kyoto, Japan) e
filtrada em membrana de nylon de 0,45 mm.

Os padrdes de benzo(a)pireno (97%), de carbamato de etila
(99%) e o de 3-pentanol (98,0%) foram adquiridos da Sigma (St.
Louis, USA), e o de metanol grau cromatografico (99,5%), da Merck
(Darmstadt, Germany).

Quantificacdo

A quantificacdo dos contaminantes benzo(a)pireno (BaP), car-
bamato de etila (CE) e metanol presentes nas amostras de cachagas
foram realizadas segundo descrito a seguir:

Meétodo 1 — Benzo(a)pireno

As andlises de BaP foram feitas segundo o procedimento descrito
por Caruso,' utilizando-se um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(Shimadzu, Kyoto, Japdo) composto de degaseificador (DGU-14A),
bomba (LC-10AD), detector de fluorescéncia (A 295 e A 405 nm)
(RF-10A XL), vdlvula de inje¢do com loop de 20 L (Rheodyne LP),
interface do cromatégrafo com software (CBM 10A) e software Class
LC 10. A separacdo foi realizada em coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5
um) da marca Varian (Palo Alto, EUA) e fase mével: acetonitrila/
agua (70:30), fluxo de 1 mL/min e a quantificacio foi executada
por padronizagio externa com limites de deteccio e quantificagio de
0,03 e 0,1 ug L', respectivamente. Para a extragdo foram utilizados
10 mL de amostra de cachaca e cartuchos de extragcdo em fase sélida
Accubond SPE C-18, 500 mg/6 mL da Agilent (Santa Clara, EUA).

Segundo recomendado para analise de residuos, foi feita a confir-
macao daidentidade do BaP utilizando-se um sistema cromatografico
(Shimadzu, Kyoto, Japao) composto por cromatdgrafo a gas (GC
17A) com detector de massas (QP 5000) e software Class 5000. A
separagdo ocorreu em coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm;
0,25 um) da J&W Scientific (EUA), usando-se gds de arraste hélio,
fluxo de 0,9 mL min, sistema de ionizag@o por impacto de elétrons
(energia de 70 eV) e analisador de massas quadrupolo com monitora-
mento dos fragmentos de massa (m/z) 252 e 126. As temperaturas do
injetor e detetor foram 250 e 285 °C, respectivamente; a programagao
térmica do forno foi: 120 °C (1 min); 5 °C min™ até 250 °C (0 min);
4°C min"! até 280 °C (21 min); razdo de split: 1:10.

Meétodo Il — Carbamato de etila

O CE foi quantificado de acordo com os procedimentos descri-
tos em Nagato et al.'s utilizando o mesmo cromatdgrafo a gas com
detector de massas (CG-MS, Shimadzu, Kyoto, Japao) usado na
andlise do BaP. A separa¢@o ocorreu em coluna capilar FFAP (50 m
x 0,25 mm; 0,25 um) da J&W Scientific (EUA), usando-se gés de
arraste hélio, fluxo de 1 mL min'; sistema de ionizagdo por impacto
de elétrons (energia de 70 eV) e analisador de massas quadrupolo,
com monitoramento dos fragmentos de massa (m/z) 62 e 74; volume
de injecdo de 1,5 pL; as temperaturas do injetor e detetor foram 220
e 250 °C, respectivamente; a programagao térmica do forno foi: 50
°C (0 min); 30 °C min até 90 °C (3 min); 5 °C min™ até 147 °C (0
min); 20 °C min™ até 220 °C (5 min); splitless. A quantificagio foi
efetuada utilizando-se curva de calibragiio com padronizacdo interna,
empregando-se carbamato de n-propila, e os limites de deteccio e
quantificagdo foram 5 e 20 ug L', respectivamente.

Meétodo Il — Metanol

Para a determinacido do metanol foi usado um cromatégrafo a
gés, com detector de ionizagdo de chama, de marca Finnigan, modelo
9001 (EUA) e software Borwin, equipado com coluna CP-WAX 52
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CB (30m x 0,25 mm; 0,25 um), da Varian (EUA); volume de injecao
de 1 uL. As temperaturas do injetor e detetor foram 210 e 240 °C, res-
pectivamente; a programacao térmica do forno foi: 40 °C (25 min); 25
°C min™ até 200 °C (2 min); razdo de split: 1:50. A quantificagdo foi
efetuada utilizando-se curva de calibragdo com padronizacido interna,
empregando-se 3-pentanol, e os limites de detecc¢@o e quantificacdo
foram 1 e 5 mg 100 mL! de AA, respectivamente. Este método é
também utilizado para determinar as concentracdes de componentes
secunddrios em bebidas alcodlicas.'®

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de BaP nas cachagas variaram de ndo detectado
(< 0,03 ug L'") a 0,86 ug L'; a Tabela 1 apresenta as faixas de
concentracio e distribuicdo de BaP nas cachagas. Na maioria das
amostras, os teores de BaP situavam-se abaixo do limite de quanti-
ficacdo, que é de 0,10 ug L.

Tabela 1. Faixas de concentragéo e distribuicdo de benzo(a)pireno em cacha-
¢as, de acordo com o processo de destilacao

Faixa de concentra¢do N de Destiladas em Destiladas em
(ug LY amostras alambique coluna
ND a 0,09 50 45 5

0,10 a2 0,40 9 6 3

0,41 20,86 2 - 2

ND: ndo detectado; limite de detecgdo: 0,03 ug L'; limite de quantificagdo:
0,10 ug L.

Na literatura, sdo poucos os trabalhos que relatam a contamina-
¢do de hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs) e BaP em
bebidas alcodlicas. Tfouni ez al.,'” em uma pesquisa com 25 amostras
de cachaga, obtiveram concentracdes de BaP que variaram de ndo
detectado (< 0,011 ug L") a 0,36 pg L. Em um estudo semelhante,
Bettin e Franco'® analisaram 28 amostras de aguardentes e encon-
traram teores médios de BaP iguais a ndo detectado (< 0,001 pg L")
para as bebidas produzidas a partir de cana ndo queimada e a 1,55
ug L' para aquelas provenientes de cana queimada. Em outro estudo
realizado com 26 amostras de cachaca produzidas com cana queimada
e 105 amostras com cana nio queimada, verificou-se que as bebidas
produzidas a partir de cana queimada apresentaram teores médios
totais de HPAs de 21,1 pg L', enquanto que para as outras amostras
os teores médios de HPAs totais foram de 1,91 ug L. Entretanto,
as concentragdes médias de BaP para cachaga de cana queimada,
ndo queimada e envelhecida foram baixas, respectivamente, 0,0456;
0,0168 ¢ 0,0312 ug L.

Segundo Novaes, além dos outros fatores provaveis de conta-
minacdo de cachagas por HPAs ja citados anteriormente, o sistema
de aquecimento que ainda € usado por muitas empresas € o vapor
que jorra em profusdo na base das colunas de aco inoxiddvel e que
¢ oriundo do acionamento das moendas. Este vapor, geralmente
produzido com dgua ndo potdvel, pode arrastar residuos de HPAs e,
consequentemente, contaminar as bebidas.®

Com relacdo ao carbamato de etila, os resultados médios
situaram-se na faixa de 20 a 960 pg L', sendo que em 32 amostras
(53%), os valores estavam acima de 150 ug L', que € o limite maximo
tolerado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
— MAPA, para aguardente de cana e cachaca. Foi estabelecido um
prazo de 5 anos para que os fabricantes destas bebidas pudessem se
adequar e efetuar o controle em seus produtos.' Esse valor € similar
ao definido pelo Departamento de Saide e Bem Estar do Governo
do Canada que, em dezembro de 1985, fixou os limites de tolerancia
para carbamato de etila em diversos tipos de bebidas alcodlicas.?
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A Tabela 2 apresenta a distribuicido dos teores de carbamato de
etila, em pg L', por faixas de concentracdo. Apesar da existéncia de
especificacdio para este contaminante, foi observado neste estudo que,
em grande parte das amostras, os valores de CE foram elevados, ou
seja, em 17 cachacas (28%) a faixa de concentragdo variou de 150
a 300 ug L''; em 15 cachagas (25%) foi superior a 300 pg L', tendo
sido encontrados valores superiores a 500 ug L' em 6 amostras.

Tabela 2. Faixas de concentracdo e distribuicio de carbamato de etila em
cachacas, de acordo com o processo de destilagdo

Faixa de concentracdo N° de Destiladas em  Destiladas em
(ug L amostras alambique coluna

20 a 150 29 27 2

151 a 300 17 13 4

301 a 960 15 11 4

Limite de detecgdo: 5 ug L''; limite de quantificacdo: 20 pg L.

Aresta et al. estudaram o efeito da presenca de precursores para
formacido do CE nos destilados, como ureia, fons Cu (II), cianeto e
cianato. Foram avaliadas amostras de aguardente de cana e solucdes
alcodlicas contendo reagentes como sulfato de cobre, cianeto, cia-
nato de potdssio e ureia, sob diferentes condi¢des de aquecimento.
Nesse estudo foram analisadas 84 amostras de aguardente de cana;
a maior parte, 62%, continha teores de CE maiores que 400 pg L
e somente 13% das bebidas apresentaram resultados de até 150 ug
L', tendo sido encontrado em uma amostra um teor extremamente
elevado, de 5.500 pug L. Os autores observaram uma correlagdo
positiva entre a concentragdo de cianeto e a de CE nas amostras de
aguardente de cana.’!

Resultados similares foram encontrados por Nébrega et al.. Os
autores analisaram 25 marcas de cachaca de alambique, oriundas de
19 destilarias do estado da Paraiba; as concentracdes de CE para a
maioria dessas amostras (70%) ultrapassaram o limite mdximo de
150 ug L. A faixa de concentragdo obtida foi de 55 a 700 ug L.

Bruno e colaboradores estudaram os fatores do processo de desti-
lacdo que podem ter influéncia na formacao de CE em aguardentes de
cana, tais como, material e construgdo do destilador, tipo de destilagdo
(alambique ou coluna), temperatura e fluxo de destilacdo, presenca
de cobre no destilado recém-obtido, presencga de precursores nitroge-
nados no destilado, entre outros. Os autores observaram uma grande
dependéncia da configuragdo do destilador e do préprio processo de
destilagdo, na formacdo do CE em cachagas.”

Andrade-Sobrinho et al. analisaram, quanto a presenca de cobre
e CE, 380 amostras de cachaga e 45 de tiquira, comercializadas em
vérias regides do Brasil. Nas cachagas destiladas em alambique, os
teores médios de CE foram de 70 pug L', enquanto que nas destiladas
em coluna, os valores foram mais elevados, 270 pg L. Ndo foram
observadas correlacdes entre os teores de cobre e de CE, entretanto foi
verificada uma tendéncia de valores de CE mais elevados nas bebidas
destiladas em coluna,* isto também foi verificado por Bruno er al..”

Labancae Gléria, em um estudo com 71 amostras de aguardente
de cana, produzidas e/ou engarrafadas no estado de Minas Gerais,
encontraram concentragdes de CE ainda mais elevadas do que as
obtidas no presente trabalho, as quais variaram de 33 a 2609 ug L.

O metanol, outro contaminante de elevada toxicidade, também
foi avaliado nas 61 amostras de cachaga; a faixa de concentracio
obtida variou de nao quantificado (<5 mg 100 mL™"! de dlcool anidro)
a 10,0 mg 100 mL"'de AA. Todas as bebidas analisadas estavam de
acordo com o limite maximo tolerado pela legislacdo brasileira, que
é de 20,0 mg 100 mL!' AA.!

Os resultados encontrados no presente trabalho foram similares
aqueles apresentados por Fernandes ef al., em uma pesquisa feita
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em 16 amostras de cachaca adquiridas diretamente dos respectivos
produtores da regido sul do Estado de Minas Gerais.?* O mesmo foi
observado por Boscolo e colaboradores, em um trabalho realizado
com 25 marcas diferentes de cachaga comercializadas em diversas
regides do Brasil.”’

Apesar dos teores baixos de metanol observados nas amostras
analisadas, convém salientar os casos de intoxicagdo seguida de
morte ocorridos no estado da Bahia, em 1989, devido a ingestio de
aguardentes contaminadas com metanol, bem como a constatacio
de 4 casos fatais ocorridos no periodo de dezembro de 1992 a ja-
neiro de 1993, na regido do ABC, na Grande Sao Paulo.”® Em uma
pesquisa realizada por Nagato et al. foram analisadas 608 amostras
de diversas bebidas alcodlicas no periodo de abril de 1993 a agosto
de 1999. Verificou-se que 391 amostras eram falsificadas e dentre
estas amostras, uma aguardente apresentou concentracio elevada de
metanol, causa da cegueira ocorrida nas pessoas que a consumiram.?

O mercado da cachaga € bastante promissor, sendo que a obtengdo
de bebidas com qualidade superior pode ampliar as fronteiras comer-
ciais e aumentar as exportacdes, gerando mais divisas e emprego.
Desta forma, € necessdrio exercer um rigoroso controle de qualidade
da cadeia produtiva e intensificar a fiscalizac@o, investindo-se tam-
bém em capacitagdo técnica para os produtores. Acima de tudo, deve
prevalecer a preocupagdo com a obtencao de bebidas com qualidade,
visando a preservacao da satde dos consumidores.

CONSIDERACOES

A partir dos dados obtidos nas 61 amostras de cachagas, foi pos-
sivel verificar que benzo(a)pireno e metanol estavam presentes em
baixas concentracdes; entretanto, o mesmo nao ocorreu com o CE,
indicando que ainda € necessdrio melhorar e controlar a qualidade
do processo de fabricag@o deste tipo de bebida, a fim de reduzir a
presenca deste contaminante e manter os outros em teores tao baixos
quanto possivel. Devido a carcinogenicidade do carbamato de etila,
é preciso assegurar que produtos para o consumo humano, incluindo
bebidas alcodlicas, contenham quantidades minimas desta substancia.

Cabe lembrar que ainda nio hd limite maximo tolerado para BaP
em bebidas alcodlicas; nesse sentido, € importante que mais estudos
como este sejam realizados, com o intuito de auxiliar as autoridades
competentes no estabelecimento de legislagio pertinente.
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