HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAs) EM AGUARDENTES
S. M. BETTIN ; D. Wagner FRANCO

RESUMO

A presenca de hidrocarbonetos aromaticos polinucleares (HPAs) em aguardentes foi investigada por cromatografia liquida (CLAE)
apos sua prévia extracao em fase solida (SPE). A separacao foi realizada em uma coluna Supelco, LCPAH-octadecil silano (25cm x
4,6mm x Sum) com gradiente acetonitrila/agua e a quantificacao utilizando detector de fluorescéncia. Os HPAs (naftaleno; acenaf-
taleno; fluoreno; fenantreno; antraceno; fluoranteno; pireno; 1,2- benzo(e)pireno; criseno; benzo(e)pireno; 2,3-benzo(a)antraceno;
1,2-benzo(b)fluoranteno; benzo(k)fluoranteno; dibenzo(a,h)antraceno; benzo(a)pireno; benzo(ghi)pirileno foram identificados e
quantificados em vinte e oito amostras de aguardentes de cana. Os resultados experimentais para as amostras de aguardentes (ca-
chacas) sao analisados em termos de analises de componentes principais (PCA) objetivando a diferenciacdo entre o perfil das
aguardentes produzidas a partir de cana-de-acicar queimada e ndo-queimada.
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SUMMARY

PHAs IN SPIRITS. The presence of PHAs (polycyclic aromatic hydrocabons) in spirits has been investigated using high
performance liquid chromatography (HPLC) after solid phase extraction (SPE). The separation was achieved with a Supelco
LCPAH-octadecil silane column [25cm x 4,6mm x Spm] and acetonitrile/water elution gradient and the quantification using a
fluorescence detector. The PHAs (naphthalene; acenaphthene; fluorene; phenantrene; anthracene; phuorantene; pyrene; 1,2-
benzo(e)pyrene; chrysene; benzo(e)pyrene; 2,3-benzo(a)anthracene; 1,2-benzo(b)phluoranthene; benzo(k)fluoranthene;
dibenzo(a,h)anthracene; benzo(a)pyreno; benzo(ghi)pyrilene were quantifed in twenty eight samples of sugar cane spirits. All the
experimental data for sugar cane spirit have been analyzed through principal components analysis (PCA) aiming to compare the

chemical profile of beverages produced from burned and not burned sugar cane.

Keywords: sugar cane spirit; burned sugar cane; polycyclic aromatic hydrocarborns.

1 - INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos aromaticos polinucleares
(HPAs) sao originados por fontes antropogénicas (queima
de florestas, atividades industriais e atividades residen-
ciais) ou por atividades naturais (atividades vulcanicas e
biosintese por algas) [4, 12, 13]. Estima-se que, de 12 a
14 toneladas de benzo(a)pireno sdo lancados anualmen-
te na atmosfera pelos vulcoes [4, 12].

Até o comeco do século XX havia um equilibrio entre
a producao e a degradacao natural de HPAs sendo a sua
concentracdo baixa e constante. Com o aumento do de-
senvolvimento industrial, esse balanco natural foi per-
turbado e a razdo entre a producéo e a degradacao de
HPAs tem aumentado constantemente [4, 12]. O meca-
nismo de formacao de HPAs durante a combustao in-
completa de material organico é conhecido ha muito tem-
po [12]. Acredita-se que estejam envolvidos dois proces-
sos distintos: a pirdlise e a pirossintese. Em altas tempe-
raturas, compostos organicos sao convertidos em molé-
culas pequenas nao estaveis (pirolise). Estas e outros ra-
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dicais se recombinam para produzir moléculas maiores e
mais estaveis de HPAs (pirossintese). Uma vez formados
os HPAs podem sofrer reacoes pirossintéticas, originan-
do estruturas mais complexas com anéis altamente con-
densados [12]. Os HPAs nao séo obrigatoriamente fracio-
nados em fragmentos menores antes da pirossintese, po-
dendo resistir a fragmentacéo parcial seguida pela hidro-
genacao dos seus radicais primarios. Em geral, todos os
compostos organicos contendo carbono e hidrogénio, po-
dem servir como precursores de HPAs [4, 12].

Estudos na Holanda demonstraram que a ingestao
de acuicar puro e produtos acucarados sao fontes impor-
tantes de HPAs na dieta da populacao. As analises destes
produtos apresentaram teores de criseno de até 36ug/kg
[13]. As analises de amostras de a¢Uicares comerciais bra-
sileiros indicaram a presenca de HPAs em concentracoes
que variamde 0,25a0,83ug/kg[11].

Na Alemanha "The German Society for Fat Science"
fixou para o teor total de HPAs em alimentos o limite de
25ug/Lede Sug/L para o teor de HPAs de alta massa mo-
lecular (1,2-benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, benzo(ghi)pirileno e benzo(a)antraceno)
[9, 10].

A existéncia de HPAs em bebidas nao é novidade. Foi
constatada a presenca de benzopireno, benzofluorante-
no e criseno em uisques (atribuida a queima da turfa) em
teores de 0,03 a 0,08ug/L[11]. Segundo a legislacao esco-
cesaas concentracoes maximas toleradas de HPAs em ali-
mentos sao de 1ug/L para o naftaleno; acenafteno; fluo-
reno; fenatreno; antraceno e de 2ug/L para o fluorante-
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no; pireno e criseno [5].

Além da queima da cana, a presenca de HPAs em be-
bidas pode ser proveniente de contaminacdes nas etapas
do processo de producéo, tais como: o emprego de lubrifi-
cantes nos equipamentos; a utilizacdo de recipientes
nao-adequados para o armazenamento da bebida; tan-
ques revestidos com resinas asfalticas ricas em HPAs; pe-
lo acucar adicionado na bebida e durante a maturacao
da bebida em tonéis de madeira tratada termicamente [1,
7, 14].

A colheita da cana-de-aguicar no Brasil (que ocorre to-
do ano entre maio e novembro) e em outros paises é con-
duzida geralmente apdés a queima dos canaviais [14].
Este procedimento primitivo resulta primeiramente em
contaminac¢ao ambiental, pois particulas de palha quei-
mada (fuligem), bem como intimeros compostos toxicos
dentre os quais destacamos os HPAs séo introduzidos na
atmosfera. Estudos realizados em amostras de fuligem
da cana-de-acticar queimada indicam a presenca dos se-
guintes HPAs: naftaleno, acenaftaleno, acenaftileno, fluo-
reno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, 1,2-
benzo(e)pireno, benzo(a)antraceno, criseno, ben-
zo(e)pireno, 1,2-benzo(b)fluoranteno, ben-
zo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e benzo(ghi)pirileno
[14].

Apesar de bebidas contaminadas por hidrocarbone-
tos policiclicos aromaticos (HPAs) serem potencialmente
prejudiciais a sauide, pois benzo(a)pireno e criseno sao
compostos considerados carcinogénicos [2, 5, 6], no
Brasil até o momento néo existe legislacao especifica so-
bre o assunto.

O objetivo deste trabalho é contribuir para o conhe-
cimento do perfil quimico das aguardentes brasileiras
com relacdo ao seu conteudo de HPAs. Para tanto é apre-
sentada uma adaptacdo da metodologia existente [ 14] pa-
ra a analise de HPAs e uma tentativa de diferenciar
aguardentes provenientes de cana queimada e nao-
queimada pela aplicacao do método de analise de compo-
nentes principais (PCA) aos resultados obtidos.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

As aguardentes analisadas foram: A.A.A (SP),
Armazem Vieira (SP), Azuladinha (AL), Beija Flor (SP)
1996, Beija Flor (SP) 1998 Beija Flor (SP) 1999 ,
Bosco(SP) , Catedral (SP) , 51 (SP), Colosso (SP) , Havana
(MG) ', Izé (SP) , Jamel (SP), Lua Cheia (SP) , Lua Nova
(SP), Mangueira (PI) , Paraty (RJ), Pirassununga (SP) ,
Pitd Gold (CE), Santa Angela (1998), Santa Angela
(1999) , Sao Francisco (RJ) , Terra Brasilis (SP), Tiquara
(SP) , Trinca 3 (CE) , Velho Barreiro (SP) , Vila Velha (SP) ,
Ypioca prata (CE) .

Esta classificacao é arbitraria, ndo estando relacio-

nada com as propriedades organolépticas das bebidas
nem com sua aceitacdo comercial. Foram coletadas
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amostras de aguardentes de varias regides do pais, con-
siderando-se a tradicdo de cada regido na producao de ca-
chaca.

Por meio de contato com produtores foi possivel clas-
sificar as bebidas como provenientes de cana queimada e
néao-queimada.

2.2 - Reagentes

Os padroes utilizados para as analises dos compos-
tos fendlicos foram todos de grau analitico (Merck e
Aldrich) e estao listados a seguir: naftaleno, acenaftale-
no, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pire-
no, 1,2- benzo(e)pireno, criseno, benzo(e)pireno, 2,3-
benzo(a)antraceno, 1,2-benzo(b)fluoranteno, ben-
zo(k)fluoranteno, 9,10-dimetil benzo(a) antraceno, ben-
zo(a)pireno e benzo(ghi)pirileno. A escolha dos padrées
foi efetuada considerando os compostos previamente
identificados [14] em amostras de outros destilados. Os
solventes utilizados foram metanol, isopropanol, aceto-
nitrila e acetato de etilade sempre de grau HPLC (Merck,
Carlo Erba e Aldrich).

2.3 - Extracao

A extracao dos HPAs das amostras foi realizada pela
técnica SPE (extracdo em fase solida), utilizando os car-
tuchos ENVI-LC , (octadecil silano) Supelco, 6,0mL.
Foram testadas diversas fases de eluicdo para os HPAs
previamente extraidos nos cartuchos ENVI-LC  (octade-
cil silano) Supelco. O acetato de etila foi o solvente que
apresentou os melhores resultados para a eluicao dos
HPAs de massa molecular maior, o isopropanol para os
HPAs de massa molecular menor (naftaleno, acenaftale-
no, fluoreno, fenantreno) (Tabela 2). Cada cartucho foi ati-
vado com 10,0mL metanol. Aliquotas de 12,0mL de amos-
tra foram aplicadas nos cartuchos e eluidas com 2,0mL
de isopropanol e 2,0mL de acetato de etila (1:1v/v). O ex-
trato obtido foi concentrado por evaporacao com ar sinté-
tico e o volume final acertado para 1,00mL, utilizando pa-
ratanto acetato de etila.

2.4 - Analise cromatografica

As analises dos HPAs foram realizadas utilizando os
seguintes equipamentos e condicdes experimentais:
Cromatégrafo Liquido: Shimadzu modelo LC-10AD; de-
tector: fluorescéncia, modelo RF-551; coluna: LC-PAH

(octadecil silano) 25cm x 2,1mm x Sum; fluxo:

0,40mL/min. Gradiente de eluicdo: A:agua/
B:acetonitrila;
Programacao de comprimento de onda:
Tempo (min) 7\, s o u 7\.em -
0 275 320
15 265 380
24 290 395
39 290 406
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2.5 - Quantificacao

A curva de calibracao foi construida, a partir da adi-
cao de volumes conhecidos de solucdo estoque contendo
1000mg/L dos HPAs em solucédo de isopropanol e aceta-
to de etila (1:1 v/v) em aguardente isenta de HPAs (teores
abaixo dos limites de deteccao). Estas solugoes foram pre-
paradas de forma a obter padrdes nas seguintes concen-
tracoes: 0,50mg/L, 0,25mg/L, 0,10mg/L, 0,05mg/L e
0,02mg/L. O padrao de criseno devido a baixa solubili-
dade foi preparado da seguinte forma: pesou-se uma so-
lucédo super-saturada do padrao. O residuo foi filtrado,
seco, pesado e a concentracao final da solucéo foi calcu-
lada subtraindo da massa inicialmente pesada a massa
nao solubilizada.

2.6. Limite de deteccao (LD) e quantificacao
(LQ) e reprodutibilidade do método.

O limite de deteccéo foi calculado na pratica como
sendo correspondente a concentracao que produzira um
valor do sinal medido trés vezes maior que o nivel do rui-
do. O nivel ruido (linha de base) foi calculado a partir de
uma corrida do branco [3, §|.

Considerou-se o limite de quantificacdo como sendo
omenor valor determinado, com confiabilidade aceitavel
de precisdo e exatidao, para uma dada condicao analiti-
ca. Em geral, um valor bastante aceitavel para LQ é o de
3,3 x LD, ou seja, menor quantidade calculada € conside-
rada como sendo trés vezes maior que o minimo detecta-
vel em um dado sistema e dez vezes maior que o nivel do
ruido. A reprodutibilidade do método para os compostos
estudados foi determinada realizando-se cinco medidas
da mesma amostra durante dois dias, sempre em dupli-
cata|3, §|.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises dos HPAs foram realizadas em uma colu-
na Supelco-LC-PAH (25cm x 2, 1mm x Sum) (octadecil sila-
no), a qual apresentou uma boa separacao para uma so-
lucéo contendo os padrdoes de HPAs e para uma amostra
de aguardente de cana (Figuras 1 e 2).

As Tabelas 1 e 2 renem as caracteristicas da meto-
dologia empregada. A Tabela 1 apresenta os valores de
reprodutibilidade para o método utilizado cujo desvio pa-
drao relativo varia entre 0,0002 % a 0,44 % para o fena-
treno e o criseno, respectivamente. O limite de deteccao
varia entre 5,0 x 10 pg/L (antraceno) a 0,10ug/L para
9,10-dimetil-1,2-benzoantraceno. O limite de quantifi-
cacao esta entre 0,01ug/L (antraceno, benzo(a)pireno, di-
benzo(a,h)antraceno) e 1,0pg/L para o naftaleno.

Os valores de reprodutibilidade (Tabela 1) para o mé-
todo utilizado em termos do desvio padrao relativo vari-
am entre 0,0002% (fenatreno) a 0,44% (criseno), o limite

de deteccdo varia entre 5,0 x 10 pg/L (antraceno) a
0,10u/L (naftaleno).

A Tabela 2 apresenta os resultados de recuperacéo
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TABELA 1 - Testes de reprodutibilidade para a metodologia uti-
lizada para a analise de HPAs

HPAs Média (ug/L)  DPR (%)*  Limite de detec¢do  Limite de quantificagio
(ng/l) (ng/l)
Naftaleno 0,17 0.02 0,10 1,00
Acenaftaleno 0,26 6x 107 0,010 0,20
Fluoreno 0,02 0,40 0,01 0,10
Fenantreno 0,29 2x107 0,01 0,10
Antraceno 0,08 0,06 5x10% 0,01
Fluoranteno 0,07 0,06 0,010 0,20
Pireno 0,70 Ix10° 0,010 0,04
Benzo(a)antraceno 0,08 0,06 0,010 0,10
Criseno 0,02 0,44 0,001 0,10
Benzo(e)pireno 0,18 0.01 0,010 0,30
9.10-dibenzopireno 0,80 6x107° 0,010 0,25
Benzo(b)fluoranteno 0,07 0,07 0,020 0,20
Benzo(k)fluoranteno 0,03 0,08 0,010 0,10
Dibenzo(a,h)antraceno 0,19 0,01 0,001 0,01
Benzo(a)pireno 0,08 0,05 0,001 0,01
Benzo(ghi)pirileno 0,09 0,01 0,001 0,10

TABELA 2 - Testes de recuperacédo da extracao dos HPAs com
mistura de isopropanol: acetato de etila (1:1/v:v)

HPAs Recuperagio (%)

Acenaftaleno 993+ 1,50
Fluoreno 100.4 £ 8.0
Fenantreno 98,5+ 5,60
Antraceno 97,5+ 4,60
Fluoranteno 98,5+ 420
Pireno 88,1 £3,70
Benzo(a)antraceno 1009 + 4,50
Criseno 87.2+330
Benzo(e)pireno 101,54+ 4,80
9,10-dibenzopireno 82,0+220
Benzo(b)fluoranteno 99,3 + 4.60
Benzo(k)fluoranteno 99.4 £ 1,50
Dibenzo(ah)antraceno 98,1 + 6,90

Benzo(a)pireno 99,4+ 420
Benzo(ghi)pirileno 89,6 = 5.60

da extracdo para os HPAs com a mistura da solucédo de
isopropanol e acetato de etila (1:1 v/v). Estes valores va-
riam de 89,6% (benzo(ghi)pireleno) a 101,5% (ben-
zo(e)pireno).

A Tabela 3 retine os resultados experimentais para
os teores de HPAs em aguardentes produzidas com cana
queimada e nao-queimada. Os teores médios de HPAs,
isolados e totais, para aguardentes produzidas com cana
queimada sdo sempre bem superiores em relacdo as
aguardentes produzidas com cana nao-queimada. Os
HPAs: fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pire-
no, benzo(a)antraceno, criseno e benzo(e)pireno, nao fo-
ram detectados em aguardentes produzidas com cana
nao-queimada.

As aguardentes tipo "b" e "c" produzidas com cana
queimada, apresentam teores (10,60un/Le 11,80u/L) mé-
dios acima do recomendado (1,0ug/L) nalegislacdo esco-
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TABELA 3 - Teores médios de HAPs em bebidas** (ug/L)

HAPs Teor A (cana ndo: da) A
Limite* (cana queimada)
aftaleno 1.00 6.00 9.70
«cenaftaleno 1,00 2,00 9.30
Iuoreno 1.00 0.50 3.45
enantreno 1.00 0.28 275
ntraceno 1,00 ND 3,40
luoranteno 2,00 0,70 291
ireno 2.00 ND 3.47
-enzo(a)antraceno 2,00 ND 1,07
riseno 2.00 ND 110
enzo(e)pireno 2.00 ND 1.86
enzo(b)fluoranteno 2,00 0,25 2,50
enzo(k)fluoranteno 2,00 0,40 3,70
ibenzo(a.h)antraceno 2.00 0.05 1.45
-enzo(a)pireno 2,00 ND 1.55
enzo(ghi)pirileno 2.00 0.86 4.50

*limite recomendado na legislacédo escocesa; ND: valores abaixo dos
limites de deteccaoda Tabela 1
** valor médio calculado com base no resultado de 28 amostras.

"n_n

cesa para o naftaleno. As aguardentes tipo "b" e "c" apre-
sentam também, teores (8,52ug/L, 3,10u/L e 4,42 e
3,94u/L, respectivamente) acima do recomendado

(1,0pg/L) parao acenafteno e o fluoreno. Os teores médi-

os em aguardentes tipo "a" apresentam teores (5,45ug/L,
4,88ug/L e 10,03ug/L) acima que o recomendado
(2,0pg/L) para o fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e ben-
zo(a)pireno. As aguardentes tipo "b" apresentam teores

(3,47ng/L e 3,43ug/L) acima do recomendado (2,0ug/L)
parao pireno e o benzo(a)antraceno.

A avaliacao dos resultados, segundo as analises das
componentes principais (PCA), foi utilizada no intuito de
verificar a existéncia ou nao de diferencas entre os perfis

13 1818

0 0 0 gy Llmin)
55 100 100 g5 *hagua

FIGURA 1 - Cromatograma dos padroes de HPAs em coluna
Supelco-LC-PAH (25cm x 4,6mm x Sum) (1,0pg/L), (octadecil
silano) (HPLC; detector de fluorescéncia; volume de injecéo;
1-naftaleno; 2-acenaftaleno; 3-fluoreno; 4-fenantreno; 5-
antraceno; 6-fluoranteno; 7-pireno; 8-(1,2-benzo(e)pireno);
9-criseno; 10-benzo(e)pireno; 11-(2,3-benzo(a)antraceno);
12-(1,2-benzo(b)fluoranteno); 13-benzo(k)fluoranteno; 14-
(9,10-dimetil benzo(a) antraceno); 15-benzo(a)pireno; 16-
benzo(ghi)pirileno
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FIGURA 2 - Cromatograma tipico da aguardente de cana

(HPLC;; detector de fluorescéncia; coluna LC-PAH (octadecil
silano); volume de injecao de 25pL. I1-naftaleno; 2-
acenaftaleno; 3-fluoreno; 4-fenantreno; 5-antraceno; 6-
fluoranteno; 7-pireno; 8-(1,2-benzo(e)pireno); 9-criseno; 10-
benzo(e)pireno; 11-(2,3-benzo(a)antraceno); 12-(1,2-
benzo(b)fluoranteno); 13-benzo(k)fluoranteno; 14-
dibenzo(a,h)antraceno; 15-benzo(a)pireno; 16-
benzo(ghi)pirileno
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FIGURA 3 - PC1 x PC2 para aguardentes produzidas com cana

queimada (azul; n: 16) e aguardentes produzidas com cana
nao queimada (vermelho; n: 9)
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FIGURA 4 - PCl (56%) x PC2 (18%) para aguardentes
produzidas com cana queimada e aguardentes produzidas
com cana ndo-queimada

de aguardentes produzidas com cana queimada e nao-
queimada. A Figura 3 sugere ser possivel discriminar as
aguardentes produzidas com cana queimada e nao-
queimada, com base nos teores de HPAs. O ben-
zo(a)pireno, benzo(b)pireno, o benzo(a)antraceno e o ben-
zo(e)pireno sdo os HPAs que mais contribuem para as
aguardentes produzidas com cana queimada (Figura 4).

Estes resultados indicam o efeito da queima da ca-
na-de-acucar sobre os teores de HPAs das aguardentes e
sugerem a possibilidade de discriminar o produto de acor
do com a procedéncia da cana.

4 - CONCLUSOES

A metodologia adaptada apresenta boa reprodutibi-
lidade, exatidao e sensibilidade permitindo a analise de
16HPAs em aguardente de cana. E de simples aplicacdo
reunindo caracteristicas que a recomendam para o con-
trole de rotina. A andlise dos resultados indicou a pre-
senca de HPAs, em concentracdes variaveis nas amos-
tras. Nas aguardentes provenientes de cana nao-
queimada nao foi detectada a presenca de antraceno, pi-
reno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(e)pireno e ben-
zo(a)pireno. E promisor o tratamento de dados analiticos
de teores de HPAs por métodos quimiométricos (PCA) pa-
ra verificar a qualidade da cana utilizada na producao da
aguardente.
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