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Artigo

POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS (PAHs) IN CACHACA, RUM, WHISKEY AND ALCOHOL FUEL. The
concentration of 15 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in 57 samples of distillates (cachaga, rum, whiskey, and alcohol fuel)

has been determined by HPLC-Fluorescence detection. The quantitative analytical profile of PAHs treated by Partial Least Square
— Discriminant Analysis (PLS-DA) provided a good classification of the studied spirits based on their PAHs content. Additionally,

the classification of the sugar cane derivatives according to the harvest practice was obtained treating the analytical data by Linear

Discriminant Analysis (LDA), using naphthalene, acenaphthene, fluorene, phenanthrene, anthracene, fluoranthene, pyrene, benz[a]
anthracene, benz[b]fluoranthene, and benz[g,h,i]perylene, as a chemical descriptors.
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INTRODUCAO

Hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) sdo substancias
que pertencem a classe dos pré-carcinogénicos, isto €, necessitam
sofrer ativagdo metabdlica preliminar para formar o carcinégeno ativo
e tornarem-se capazes de reagir com o DNA e outras moléculas.!* Sdo
formados pela queima de matéria organica em elevadas temperaturas,
por meio da combustdo incompleta ou pirélise de materiais contendo
dtomos de carbono e hidrogénio.>”’

A presenca dos HPAs em alimentos pode decorrer dos processos
de defumacdo, torrefagio, secagem direta com madeira, poluicio do
solo e da agua.*” Em derivados de cana-de-agticar e bebidas destila-
das, a formagdo de hidrocarbonetos pode ocorrer durante as etapas
de produgio.*®

A cachaca e o rum podem sofrer a contaminacéo por HPAs pela
queima da cana-de-acicar durante a colheita,”!° por meio de adicdo
de caramelo (utilizado para a corre¢do da colorac@o da bebida enve-
lhecida) no produto final ou durante o periodo de maturagdo (enve-
Ihecimento)®’ em tonéis de madeira cuja parte interior foi submetida
a queima durante sua confecgdo.!1?

O alcool combustivel (alcool etilico hidratado combustivel) é
outro derivado da cana, cuja utilizacdo como combustivel e matéria
prima para a inddstria estd sendo altamente estimulado por ser prove-
niente de fonte renovavel, além de ser econdmico e ambientalmente
vantajoso,’ quando comparado com derivados de petréleo. Assim
como verificado para outros derivados de cana-de-agticar,”'° a pre-
senga de hidrocarbonetos no etanol estaria associada ao processo de
colheita da cana utilizada na sua produgao.

Em bebidas preparadas a partir do malte, como o uisque escoc€s, a
contaminagdo pode ocorrer durante a secagem dos maltes germinados
da cevada pelo processo de defumacdo e durante a estocagem em
barris de madeira,® cujo interior foi submetido ao processo de queima.
Para os uisques de origem americana, a presenca dos HPAs também
pode vir a ocorrer com a passagem destas bebidas em filtros de carvao
vegetal,® utilizados para a retirada de compostos indesejéveis.

Procurando contribuir para o melhor conhecimento do tema, o
presente trabalho relata os teores médios de 15 HPAs determinados em
amostras de cachaga, rum, uisque e dlcool combustivel. O tratamento
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destes resultados por meio de andlise quimiométrica (Partial Least
Square-Discriminant Analisys, PLS-DA)"*!'* objetivando verificar
eventuais similaridades entre o perfil de HPAs presentes nas amostras
de cachaca, rum e uisque também € apresentado. Foi aplicado aos
resultados das amostras de derivados de cana analisadas (cachaca,
rum e dlcool combustivel) um modelo quimiométrico'® desenvolvido
anteriormente, utilizando-se a técnica de andlise discriminante linear
(Linear Discriminant Analysis, LDA) para reconhecer o tipo de cana
(queimada ou ndo queimada) utilizado na sua produgdo.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

Foram analisadas 14 amostras de cachaga comerciais, 19 de rum,
18 de uisque e 6 de dlcool combustivel. As relagcdes das amostras
analisadas, bem como a sua origem, encontram-se descritas a seguir.

As cachacas, adquiridas diretamente dos produtores, e por estes
certificadas foram: Agua Branca (Brasil, Brotas, SP), Armazém Vieira
Esmeralda (Brasil, Floriandpolis, SC), Armazém Vieira Onix (Brasil,
Florianépolis, SC), Armazém Vieira Rubi (Brasil, Florianépolis, SC),
Armazém Vieira Tradicional (Brasil, Floriandpolis, SC), Beija-Flor
(Brasil, Gruarapiranga, SP), Brotas (Brasil, Brotas, SP), Cafelandia
(Brasil, Cafelandia, SP), Gerbi (Brasil, Mogi Mirim, SP), Grizzo
(Brasil, Jau, SP), Lucato (Brasil, Pontal, SP), Santo Mario (Brasil,
Catanduva, SP), Sao Bento (Brasil, Batatais, SP) e Sdo Jodo (Brasil,
Torrinha, SP).

O rum e os uisques, adquiridos em lojas de Free Shopping, foram.
Rum: Appleton Estate (Jamaica), Bacardi Carta de Oro (Brasil), Bacardi
Carta Blanca (Brasil), Bucanero Aiiejo (Cuba), Cacique Premium Silver
(Venezuela), Capitain Morgan Dark (Canadd), Conde de Cuba Afiejo 7
anos (Cuba), Cortez Afiejo 3 anos (Panamd), Cruzan Estate Diamond
(Tlhas Virgens), El Dorado 12 years (Guiana), Flor de Cana Black Label
(Nicardgua), Havana Club Afiejo 3 anos (Cuba), Havana Club Afiejo 7
Anos (Cuba), Havana Club Afiejo Reserva (Cuba), Havana Club Silver
Dry (Cuba), Santiago de Cuba Afiejo (Cuba), Solera XK (México),
Varadero Aiiejo 7 anos (Cuba) e Vigia Gran Afiejo (Cuba). Uisques:
Ballantines (Escdcia), Blend Seven 7 Crown (EUA), Buchanans (Escé-
cia), Evan Willians (EUA), Four Roses (EUA), Glenfiddich (Escécia),
Grants (Escdcia), Jack Daniel’s (EUA), Jameson (Irlanda), Jim Beam
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(EUA), Johnnie Walker Black Label (Escdcia), Johnnie Walker Blue
Label (Escocia), Johnnie Walker Gold Label (Escocia), Markers Mark
(EUA), Old Grand Dad (EUA), Passport Scotch (Escécia), Tullamore
Dew (Irlanda) e Wild Turkey (EUA).

As amostras de dlcool combustivel foram adquiridas em postos
de combustivel: Esso® (Brasil, SP, Cajuru), Ipiranga® (Brasil, SP, Sdo
Carlos), Petrobras® (Brasil, SP, Sdo Carlos), Shell® (Brasil, SP, Cajuru),
Shell® (Brasil, SP, Sdo Carlos), Texaco® (Brasil, SP, Ribeirdo Preto).

Materiais

Os padrdes utilizados para a andlise dos HPAs foram todos de
pureza analitica adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) e
estdo listados a seguir: naftaleno (NA), acenafteno (AC), fluoreno (F),
fenantreno (FE), antraceno (AN), fluoranteno (FL), pireno (PI), benzo[a]
antraceno (BaA), criseno (CR), benzo[b]fluoranteno (BbF), benzo[k]flu-
oranteno (BkF), benzo[a]pireno (BaP), dibenzo[a,h]antraceno (DBahA),
benzo[g,h,i]perileno (BghiP) e indeno[1,2,3-c,d]pireno (IP).

A partir de uma solug@o estoque de HPAs 0,100 mg L' em aceto-
nitrila/metanol (1:1 v/v), foram preparadas em acetonitrila solucdes
padrdo com concentracdes que variaram de 50 a 500 pg L.

Extracao

Em funcdo dos teores de HPAs em destilados serem da ordem
de ng L' a pg L', as amostras foram submetidas a uma etapa de
concentracdo e limpeza (clean-up) por extragdo em fase sélida (solid
phase extraction, SPE), para a retirada de possiveis componentes que
pudessem interferir nas andlises e comprometer a vida ttil da coluna,
seguindo-se metodologia existente na literatura.’ As amostras de l-
cool combustivel, que apresentam teor alcodlico de 92,6-92,8 °GL,
foram diluidas com dgua MILI-Q (1:1) visando-se aproximar o teor
alcodlico do combustivel ao das bebidas analisadas (38 a 54% v/v).

Equipamentos

Os HPAs foram analisados utilizando-se um cromatégrafo
liquido (Shimadzu), modelo LC-10AD, equipado com injetor (Shi-
madzu) com loop de 5 UL, acoplado a um detector de fluorescéncia,
modelo RF-551 (Shimadzu). A coluna utilizada foi de fase reversa
C18 Supelcosil LC-PAH (Supelco, Bellefonte, PA), de 25 cm x 4,6
mm d.i., com particulas de 5 um de tamanho, acoplada a uma pré-
coluna GVP-ODS (Shimadzu), de 5 L x 2,0 d.i.. As amostras foram
sempre injetadas em triplicata e quantificadas por adi¢@o de padrdo.
A metodologia utilizada para a andlise de HPAs em destilados foi
previamente descrita na literatura.’

Analise quimiométrica

O banco de dados das andlises quantitativas das amostras de ca-
chacga, rum e uisque da PLS-DA foi auto escalonado e organizado na
forma de uma matriz 15 x 51 para a PLS-DA.'® Jd na LDA, utilizou-se
uma matriz 15 x 39 para as amostras de cachaga, rum e dlcool com-
bustivel. A analises dos resultados experimentais, segundo as técnicas
quimiométricas'*'®1” de PLS-DA e LDA, foi realizada utilizando-se o
programa MINITAB Release 14 (Statistical Software, State College,
Pennsylvania, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 ilustra os cromatogramas tipicos obtidos para amos-

tras de cachaca (A), rum (B), uisque (C), dlcool combustivel (D) e
da mistura dos padrdes de HPAs (E). Nota-se que a metodologia’
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Figura 1. Cromatogramas tipicos: A = cachaga, B = rum, C = uisque, D =
dlcool combustivel, E = mistura de 25 ug L' dos padroes de HPAs. 1 = NA,
2=AC,3=FE4=FE,5=AN,6=FL,7=PI, 8=BaA, 9=CR, 10 = BbF
=11 = BkF, 12 = BaP, 13 = DBahA, 14 = BghiP, 15 = IP

conduz a uma boa separacgio para todos os 15 HPAs estudados, com
um tempo total de andlise de aproximadamente 36 min.

As caracteristicas da metodologia (indice de recuperacio, desvio
padrdo relativo, repetibilidade, reprodutibilidade, linearidade, limite
de deteccio e quantificagdo) utilizadas para a andlise dos HPAs nos
destilados estdo apresentadas em trabalho anterior.’

A Tabela 1 apresenta a média, a mediana e a soma dos teores
médios dos HPAs calculados com base nos resultados experimen-
tais para as amostras de cachaga, rum, uisque e dlcool combustivel,
respectivamente. Os resultados das concentragdes de HPAs para
todas as amostras analisadas encontram-se na Tabela 1S (Material
Suplementar). Dos 15 HPAs analisados, 14 foram detectados nas
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Tabela 1. Média, mediana e soma dos teores médios dos HPAs (ug L!) nas amostras de cachaga, rum, uisque e dlcool combustivel
Cachaca Rum Uisque Alcool Combustivel
HPAs*® Média Mediana Média Mediana Média Mediana Média Mediana
NA 4,32 0,392 0,479 0,502 1,90 0,531 0,292 0,233
AC 0,422 0,297 0,172 8,17 x 107 0,620 0,152 0,182 9,39 x 10
F 0,386 0,248 428 x 102 5,16 x 102 0,592 0,122 0,386 -
FE 1,26 0,905 0,333 0,191 1,10 0,497 0,834 0,140
AN 0,454 0,324 0,165 0,109 0,236 0,436 0,988 -
FL 0,667 0,519 0,233 0,164 0,910 0,281 0,972 0,750
PI 0,526 0,565 7,14 x 102 6,00 x 102 0,101 0,329 0,597 7,73 x 102
BaA 9,83 x 102 7,25 x 107 0,259 9,70 x 102 0,376 8,24 x 10 0,185 6,02 x 10
CR 0,728 0,147 0,116 1,43 x 102 0,646 9,64 x 102 0,551 6,25 x 107
BbF 0,212 2,35x 102 - - 0,107 5,52x 102 0,396 -
BKkF 2,52x 102 2,70 x 10? 4,51 x 102 3,43 x 107 8,36 x 10 1,76 x 102 1,70 x 10? 3,59 x 107
BaP 3,89 x 107 3,65 x 107 7,02 x 103 531x 1073 3,23x 102 1,15 x 102 1,58 x 10 8,25 x 107
DBahA 8,97 x 10 0,101 - - 4,99 x 102 3,74 x 10 2,99 x 102
BghiP 0,203 0,171 - - 0,124 9,28 x 102 0,256 8,51 x 107
IP - - - - - - - -
2. médias 9,43 1,98 7,30 5,70

“Limite de deteccio (ug L7'): NA =358 x 103 AC=3,93x 103 F=2,93 x 10% FE=2,02x 10° AN =4,20x 10* FL = 1,28 x 102 PI =
6,95 x 103 BaA = 1,68 x 107 CR = 2,24 x 103; BbF = 5,68 x 107%; BKF = 6,56 x 107; BaP = 5,92 x 10%; DBahA = 1,08 x 103, BghiP = 3,22

x 103 IP =4,54 x 10

"Limite de quantificacdo (ug L"): NA=7,16x 10'; AC=1,25x 10", F=4,74x 10"; FE=8,81 x 10"; AN =1,36 x 10""; FL = 5,88 x 10°!;
PI=1,12 x 10"; BaA = 8,56 x 10"; CR = 3,98 x 10"'; BbF = 5,22 x 10"'; BKF = 5,61 x 10"'; BaP = 9,30 x 10, DBahA = 8,29 x 10''; BghiP

=449x 10, IP=743x 10",

amostras de cachaga, e os valores de suas concentracdes médias
variaram de 4,32 ug L' (NA) a 2,52 x 102ug L' (BkF). Em trabalho
semelhante, Tfouni et al.'° analisaram a presenga de 5 HPAs (BaA,
BbF, BKF, BaP e DBahA) em 25 amostras de cachaga e, de forma
semelhante, observou-se que o BkF foi o hidrocarboneto que se
apresentou em menor concentracao (0,01 ug L), ao passo que o BbF
foi o mais abundante (0,83 pug L'). Conforme descrito por Galinaro
et al.’ para 131 amostras de cachagas paulistas, o BKF também foi
o menos abundante dos HPAs, quer nas cachacgas produzidas com
cana queimada (2,05 x 10 pug L) quer nas produzidas com cana
ndo queimada (8,62 x 107 pug L.

Nas amostras de rum, foram identificados e quantificados 11
hidrocarbonetos (NA, AC, F, FE, AN, FL, PI, BaA, CR, BKF, BaP)
com concentragdes médias que variaram de 0,479 ug L' (NA) a 7,02
x 10 ug L' (BaP). Estes valores sdo inferiores aos observados para as
amostras de cachaca (Tabela 1), coerente com o fato de em Cuba ndo
ser habito a queima da cana-de-agticar durante a sua colheita.'® Garcia-
Falcén et al." relataram a presenca de 7 HPAs em duas amostras de
rum, mas quantificaram apenas trés hidrocarbonetos: BbF, BKF e BaP,
com teores médios de 1,35; 0,700 e 0,700 ng L', respectivamente.
Segundo trabalho recente,’ os valores das concentra¢des médias para
15 HPAs em quatro amostras de rum variaram de 4,92 x 10 (BaP) a
1,78 x 10" ug L' (CR). Estes resultados em conjunto apontam para
um baixo teor de HPAs em amostras de rum.

Nas amostras de dlcool etilico, utilizado como combustivel para
veiculos, foram identificados e quantificados 14 hidrocarbonetos
(Tabela 1) cujos valores das concentragdes médias variaram de 1,58
x 10?2 (BaP) a 0,988 ug L' (AN).

Para as amostras de uisque (Tabela 1), os teores médios de HPAs
variaram de 3,23 x 10 (BaP)a 1,90 ug L' (NA), valores estes de

mesma ordem de grandeza dos reportados por Kleinjans et al.® para
18 amostras de uisque. Neste trabalho os teores médios variaram de
1,30 x 102 ug L' (hidrocarbonetos com 5 anéis aromaticos) a 8,66 x
102 pg L' (hidrocarbonetos com 3 anéis aromaticos).

Observa-se (Tabela 1) que as amostras de rum foram, dentre os
destilados estudados, as que apresentaram a menor quantidade de
hidrocarbonetos quantificados (11) e também a menor soma das con-
centragdes médias (1,98 ug L) para os 15 HPAs analisados, seguidas
pelas amostras de dlcool combustivel (5,70 ug L), uisque (7,30 ug L)
e cachaca (9,43 ug L'").

Até o presente momento nio existe na legislacio internacional
limitag@o aceita universalmente para os teores de HPAs em dgua e
alimentos. Na falta destes limites legais, alguns paises passaram
a adotar limites préprios. Por exemplo, na Alemanha, a German
Society for Fat Science®?* fixou para alimentos defumados o
limite de 25 pg L' para os HPAs totais, e de 5 pg L' para os
HPAs de alto peso molecular. Também na Europa, a Legislagdo
da Comunidade Européia* estabelece valores maximos de 1,0 a
10,0 pg kg' de BaP para alimentos (cereais, dleos, crustidceos,
carnes defumadas, etc). No Brasil, a Legislagdo determina para
dguas envasadas® teores de benzo(a)pireno inferiores a 0,7 pg
L. J4 para alimentos aromatizados ou com aromas de fumaga,
o limite de BaP € 0,03 pg kg'.

A Figura 2 apresenta a soma dos teores médios dos HPAs de
baixo peso molecular (dois e trés anéis aromdticos) e de alto peso
molecular (quatro a seis anéis aromaticos) para as amostras de
bebidas estudadas. Observa-se que a soma dos teores médios dos
HPAs de baixo peso molecular (NA, AC, F, FE e AN) € maior que
a soma dos HPAs de alto peso molecular (FL, PI, BaA, CR, BbF,
BKF, BaP, DBahA, BghiP e IP) para cachacga, rum e o uisque.
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Cachaca Rum Uisque
Baixo peso molecular 1,19 0,240 0,527
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Figura 2. Soma dos teores médios dos HPAs (ug L' = ppb) de baixo e alto
peso molecular nas amostras de cachaga, rum e uisque

Da comparagdo entre os teores totais de HPAs sugeridos pela
German Society for Fat Science,**' com os obtidos para as bebidas
aqui mencionadas (Tabela 1), nota-se que a cachaga (9,43 ug L"), o
rum (1,98 pg L") e o uisque (7,30 pg L'') apresentam teores totais
(soma) abaixo do limite estabelecido (25 pug L). Isto também ocorre
quando se compara com o limite de BaP monitorado pela Legislacio
da Comunidade Européia* (1,0 a 10,0 pg kg') e pela Legislacdo
Brasileira®® (0,03 pg kg!), ambas para alimentos: cachaga (1,80 x
102 pg kg™, rum (3,26 x 10 pg kg') e uisque (1,52 x 102 ug kg™).

Com relagdo ao teor de BaP (Tabela 1S) estabelecido pela Le-
gislacdo brasileira para dguas envasadas,”” as amostras de bebidas
estudadas (teor maximo) também estariam de acordo com o limite
permitido de 0,7 ug L': cachaga (0,109 ug L), rum (1,33 x 102 pg
L") e uisque (4,85 x 102 ug LY.

De nosso conhecimento, ndo existe mengao na literatura sobre a
presenca de HPAs em etanol utilizado como combustivel. No entanto, é
de se esperar que sua origem ocorra de forma semelhante ao verificado
para a cachaga e o rum.>1°

Os valores de concentrac@o (Tabela 1S) para os 15 HPAs nas 51
amostras de bebidas (14 cachacas, 19 rum e 18 uisque) foram anali-
sados por PLS-DA e organizados em uma matriz 15 x 51, na qual as
concentracdes foram normalizadas e depois submetidas a analise mul-
tivariada (quimiometria). A andlise quimiométrica indicou os seguintes
hidrocarbonetos como descritores quimicos: F, FE, AN, FL, PI, CR,
BaP, DBahA e BghiP.

Na andlise por PLS-DA, as varidveis foram escolhidas por meio
da exclusdo dos analitos que apresentaram os menores valores nas
componentes 1 e 2. Uma inspecdo no grafico de loading (Figura 3)
mostra que acomponente 1 (32,0%) estd relacionada com os teores de
PI, FE, BaP e F, enquanto que a componente 2 (19,2%) est4 relacio-
nada principalmente com os teores de DBahA, AN, BghiP, CR e FL.
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Figura 3. Grdfico de loading da PLS-DA
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A Figura 4 reflete a tendéncia observada para as concentra¢des
médias de HPAs (Tabela 1), as quais aumentaram na sequéncia: rum,
uisque e cachaca, formando trés aglomerados distintos. O grafico
de scores (Figura 4) mostra uma tendéncia das amostras de bebidas
destiladas se dispersarem ao longo do eixo da componente 1. Nesta
figura € possivel notar a formagao de trés grupos distintos, melhor
visualizados pelas elipses arbitrariamente delimitadas para cada tipo
de bebida. Verifica-se também na Figura 4 que das 18 amostras de
uisques, apenas 2 (uisques 12 e 13) ndo estdo devidamente situadas
na regido definida pelas demais amostras, isto em funcdo dos teores
mais baixos de PI e CR.
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Figura 4. Grdfico de scores da PLS-DA das amostras de rum (+), uisque
(O) e cachaga (W)

As duas componentes do grafico de scores (Figura 4) apresenta-
ram uma explicagdo do banco de dados original de 51,2%, indicando
que os destilados podem ser diferenciados quanto a sua contaminagao
por HPAs.

Utilizando-se o modelo quimiométrico desenvolvido'> para
cachaca empregando-se a técnica de LDA, procurou-se verificar a
origem destes derivados de cana-de-agicar com respeito ao tipo
de cana utilizado em sua produgdo (queimada ou ndo queimada),
utilizando-se AN, AC, F, FE, AN, FL, PI, BaA, BbF e BghiP como
descritores quimicos.'> O modelo desenvolvido anteriormente’e a sua
validacdo cruzada (matriz 15 x 103) apresentam uma porcentagem
total de acerto de 98,1 e 95,1%, respectivamente.

A sua aplicag@o para as 39 amostras de derivados de cana-de-
acucar (14 cachagas, 19 rum e 6 dlcool combustivel) indicaram que
3 das 14 amostras de cachaca testadas (3, 5 e 6 da Tabela 1S) se
enquadram no grupo das amostras produzidas com cana de agtcar
queimada. O mesmo se aplica a 2 das 6 amostras de dlcool combustivel
(etanol 4 e 5). Todas as 19 amostras de rum apresentaram caracteris-
ticas semelhantes as amostras produzidas com cana nio queimada.

CONCLUSOES

Os resultados analiticos confirmaram a presenca de HPAs em
cachaga, rum, uisque e alcool combustivel. Observou-se que o naf-
taleno e o fenantreno sio os HPAs mais abundantes nas amostras de
cachaca e rum. J4 para o uisque, foram o naftaleno e o fluoranteno.
Para o dlcool combustivel, os hidrocarbonetos mais abundantes foram
o antraceno e o fluoranteno.

A soma dos teores médios de HPAs decresce na ordem: cachaca
(9,43 ug L), uisque (7,30 pug L), dlcool combustivel (5,70 ug L)
erum (1,98 ug L.

A aplicagio do modelo,' desenvolvido para amostras de cachaca,
utilizando a técnica de LDA, indica que 5 amostras de derivados de
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cana-de-actcar (3 de cachaga e 2 de dlcool combustivel) foram produ-
zidas com cana queimada, e que as amostras de rum se enquadram na
categoria de bebidas produzidas com cana ndo queimada.

MATERIAL SUPLEMENTAR

A Tabela 18, referente a concentragdo de HPAs nas amostras
de cachaca, rum, uisque e dlcool combustivel (etanol), encontra-se
disponivel gratuitamente em http://quimicanova.sbq.org.br na forma
de arquivo PDF.
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