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RESUMO

Foi investigada a fracdo volatil do extrato aquoso de sachés comerciais de hortela pimenta
usando cromatografia gasosa com detectores de ionizacdo em chama e de massas (CG/DIC e
CG/EM). As amostras foram preparadas em condic¢Ges similares as usadas para o preparo do
cha caseiro. Os compostos volateis foram isolados via método de extracdo em fase sdlida com
adsorvente Porapak Q e eluidos com acetona. Os valores médios estimados dos &cidos
carboxilicos de cadeias média e curta ficaram na faixa de 50-63 pg kg, enquanto os &lcoois
alifaticos e hidrocarbonetos aciclicos apresentaram valores menores do que 6 pg kg™. Os
terpenos foram os compostos majoritarios (275-385 pg kg?), alcancando 89 % dos solidos
totais. Um total de 16 compostos volateis, entre eles, dodecano, acetoina, acetol, citral,
geraniol e acido octandico foram descritos pela primeira vez no cha de horteld pimenta. Esses
resultados poderiam ser atribuidos aos diferentes métodos analiticos empregados,
principalmente devido ao uso de diferentes técnicas de extracdo e pré-concentracdo. Em
funcdo da proporcdo menor de terpenos no extrato aquoso é razoadvel especular que as
propriedades quimicas do O6leo essencial da horteld pimenta ndo sejam totalmente
reproduzidas com o consumo do cha caseiro. Um total de 16 hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) tem sido identificado na cachaca e na aguardente de cana brasileira. As
principais fontes de contaminacdo desses compostos incluem a queima da cana de acUcar
antes da colheita e a contaminacdo do produto com derivados do petréleo. A concentracdo de
HPAs nas bebidas produzidas a partir da cana queimada tem sido cerca de 2 a 3 vezes maior
do que as produzidas com a planta ndo queimada. A concentracdo de benzo(a)pireno (BaP)
representa apenas 1% do total de HPAs, portanto, ndo € indicado para ser marcador
representativo da contaminacdo da cachaca e de outras aguardentes de cana por HPAs. O
carbamato de etila (CE) é produzido tanto durante a fermentacéo do caldo de cana, quanto no
processo de destilacdo. Durante a destilacdo, os ions clpricos podem catalisar a conversao do
cianeto a CE. No processo descontinuo de destilacdo, o uso da fracdo coracdo como produto
final para engarrafamento diminui consideravelmente a concentracdo do CE na bebida. Ja no
processo continuo de destilacdo, o qual ndo ha separagédo das fracdes do destilado, é altamente
recomendado o uso de dispositivos de refrigeracéo e de refluxo na coluna. Os consumidores
de cachaca e aguardente de cana estdo mais expostos a contaminacdo por CE do que os

consumidores de outras bebidas alcoélicas fermento-destiladas.

Palavras-chaves: Horteld pimenta. CG/EM. Terpenos. Cachaca. HPAs. Carbamato de etila.



ABSTRACT

The investigation of the volatile fraction from the aqueous extract of commercial sachets of
peppermint was performed using gas chromatography with flame ionization and mass
detectors. This work used similar general conditions as in the homemade tea that is usually
done by means of non-exhaustive extraction with boiling water. The enrichment of volatiles
was made through adsorptive chromatography with Porapak Q polymer followed by
desorption with acetone. Estimated mean values for short and medium chain acids and
ketones were 50-63 g kg whilst alcohols and acyclic hydrocarbons had values lower than 6
ug kg. Major volatiles were terpenes (275-385 ug kg?) that reached 89 % of the total. A
total of 16 compounds (acetoin, acetol, citral, geraniol and octanoic acid, among others) were
definitively identified and reported as peppermint tea constituents for the first time. These
findings could be due to the different analytical approach employed mainly to the use of
different pre-concentration technique. Given the apparently lower proportion of terpenes in
the agueous extract it may be that the chemical properties of the peppermint oil are not
entirely reproduced with tea. Sixteen polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) have been
identified in Brazilian sugarcane spirits. Contamination sources are: sugarcane burn before
harvest and petroleum derivatives. PAHs concentration in spirits produced from burned cane
was about 2—-3 times higher than those from unburned cane. Benzo(a)pyrene (BaP) is present
at less than 1%, and therefore is not a representative marker of cachaca contamination by
PAHSs. Ethyl carbamate (EC) is produced during both fermentation and distillation. During
distillation, cupric ions may catalyse the conversion of cyanide to EC. In discontinuous
distillation, the use of the heart fraction for bottling cachaca considerably decreases its
concentration. In the continuous process, in which there is no separation of distillate, it is
highly recommended to couple cooling devices and reflux systems to the distillation column.
Consumers are at a greater risk of EC exposure from cachaga than from any other spirit.

Key-words: Peppermint. GC/MS. Volatiles. Cachaca. PAHSs. Ethyl carbamate.



LISTA DE ILUSTRACOES
Figura 1. Monoterpenos (A) e sesquiterpenos (B) do 6leo essencial de horteld pimenta. ........ 2

Figura 2. Alguns dos principais compostos fendlicos e flavondides da horteld pimenta........ 11

Figura 3. Perfil cromatografico de uma amostra de cha e de alguns padrdes utilizados......... 27
Figura 4. Estrutura do carbamato de etila.............ccccveieiiiiiiie e 38
Figura 5. Alambique e sistemas de resfriamento..........ccccecveiiiieii s 45
Figura 6. Destilador industrial — Sistema continuo de destilagdo. ............cccccevvevvevciiicinenne 46

Figura 7. Estrutura de alguns HPAS. ........cooii ittt 49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Compostos de impPacto Para 0 @rOMA. .........ccveuererrerrerrerieresesesseeeeseesreseesse e ssesseens 7
Tabela 2. Compostos fendlicos da horteld pimenta. ...........ccocooiereiiiieiiii e 12
Tabela 3. Capacidade antioxidante da horteld pimenta. ..........c.cocevriiinieiencne 19

Tabela 4. Compostos volateis do cha de horteld pimenta. Valores expressos em pg Kg.....26
Tabela 5. Compostos volateis do cha de horteld pimenta detectados através da CG/O. ......... 28
Tabela 6. Concentracdo de CE em cachaca e outras aguardentes de cana brasileiras.............. 41
Tabela 7. Concentracdo de HPAs em amostras de cachaca e outras aguardentes de cana.

Valores eXpressos €M UG Ll ..ot 53



LISTA DE ABREVIATURAS

AAE Acido Ascorbico Equivalente

ABTS Atividade de Descoloragdo do Radical Cation

AC Acenafteno

AEDA Anélise de Diluigdo do Extrato do Aroma

AESA Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos

NA Naftaleno

BaA Benzo(a)antraceno

BaP Benzo(a)pireno

BbF Benzo(b)fluoranteno

BeP Benzo(e)pireno

BghiP Benzo(ghi)pireno

BjF Benzo(j)fluoranteno

BkF Benzo(k)fluoranteno

CCAH Comité Cientifico para Alimentacdo Humana

CE Carbamato de Etila

CECso Poder quelante do ion ferroso em 50%

CG/DIC Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo em Chamas

CG/EM Cromatografia Gasosa com Espectrometro de Massas

CG-EM-EM Cromatografia Gasosa em Tandem

CG-FTIR Cromatografia Gasosa com infravermelho com transformada de
Fourier

CG-O Cromatografia Gasosa acoplada a Olfatometria

CLAE-DF Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de

Fluorescéncia



CLAE-UV

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Ultra Violeta

CR Criseno

DBahA Dibenzo(ah)antraceno

DBaiP Dibenzo(ai)pireno

DNA Deoxyribonucleic acid

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

EFS Extracdo em fase sélida

EFSA European Food Safety Authority

ELL Extracdo liquido liquido

EROs Espécies Reativas do Oxigénio

F Fluoranteno

FE Fenantreno

FIC Poder quelante do ion ferroso

FL Fluoreno

GAE Acido galico equivalente

HOSC Capacidade sequestradora de radicais hidroxila
HPAs Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos
IARC International Agency for Research on Cancer
IP Indeno(1,2,3-c,d)pireno

JECFA Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
MCR Metilcriseno

MEP Via 2C-metil-D-eritrol 4-fostato

MM Massa Molecular

MOE Margem de exposicéo



MRM

NA

NIST

ORAC

PCA

Pl

RDSC

SCF

SIM

SPME

Monitoramento de reacdo multipla

Naftaleno

National Institute of Standards and Technology
Capacidade de Absorcdo de Radicais de Oxigénio
Anélise de Componentes Principais

Pireno

Capacidade sequestradora de radicais relativa ao DPPH
Scientific Committee on Food

Monitoramento seletivo de ion

Microextracdo em Fase Solida



SUMARIO

PARTE I. ESTUDO DA FRACAO VOLATIL DO CHA DA HORTELA PIMENTA............ 1
1. REVISAO DA LITERATURA ..ottt s st ses s 1
1.1. FRACAO AROMATICA DA HORTELA PIMENTA ....c.ooovviieieeeseeeeeee e, 1
1.2. COMPOSICAQ DE FENOLICOS ......oooeeeieeeeeeeeeeeveetee e, 10
1.3. VITAMINAS E MINERAIS ......ooiiiiieieieeeseseeseeetesees st 14
1.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE .....ooiuiieiiseseeseeeteseeeesee st 16
2. INTRODUGAOD ...ttt sttt n st 20
3. OBIETIVOS ..ottt se ettt 22
3.1, OBIETIVO GERAL ....ovieeeeeeseeeeeeeteetee et seesesssn st 22
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......cooveveieeeeeeeeresesssssses s ses s sssssneesesssss s 22
4. MATERIAIS E METODOS ..ottt ten s sne s 22
A1 MATERIAIS ..ottt 22
4.2. OBTENCAO DA FRAGCAO VOLATIL .....ooivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeese s 23
4.3. ANALISE CROMATROGRAFICA ......cooiiiieeteeeeee e, 23
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ........cooveieirireieeieissesssesssseneessessssessssssssessessensnsensneans 25
B. CONCLUSAOD ...ttt sttt sttt s s 29

PARTE Il. ANALISE REVISADA DO RISCO DE CONTAMINACAO DA CACHACA
POR CARBAMATO DE ETILA E HIDROCARBONETOS POLICICLICOS

AROMATICOS. ...ttt sttt na st anes s s n st nanneees 30
T ANTRODUGAO ..ottt n s 30
8. OBIETIVOS ...ttt an sttt 32

8.1. OBJIETIVO GERAL ..ottt 32
8.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ooiieeeieeeeeeeeeteee e ens et 32
9. METODOS DE ANALISE ..ottt see s ten st ene st aen st 32
10. CARBAMATO DE ETILA ..ottt 34
10.1. OCORRENCIA E EXPOSICAQ ......cooviveeereeieeeseeeeeverieseeesessesesss s s s s 34
=] 1Y -\ X @ TR 35
10.3. RESULTADOS .....oviiieeeeveteteeiee s sessessesss st s sanss s s s s sensnsnenaans 39
L1 HPAS ..ottt 48
11.1. OCORRENCIA E EXPOSICAO ...t 48
11.2. FORMAGAOD ...t anea s 49
11.3. RESULTADOS ..ottt s 50
(I o(0] N[0 I 7Y TP 54

13 REFERENCIAS. ..o oottt et ee e et e e e e e e e e es e et es e er et e et et e e ereereenaae e 57



PARTE |. ESTUDO DA FRACAO VOLATIL DO CHA DA HORTELA PIMENTA

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. FRACAO AROMATICA DA HORTELA PIMENTA

1.1.1. PERFIL DE VOLATEIS

A producdo de grande quantidade de monoterpenos do tipo p-mentano pelo
metabolismo da horteld pimenta, confere ao seu 6leo essencial um aroma agradavel de
consideravel valor econdmico, uma vez que é utilizado na manufatura de diversos produtos
alimenticios e farmacéuticos (GERSHENZON; MCCONKEY; CROTEAU, 2000;
LAWRENCE, 2006). Em geral, as folhas possuem entre 1,2% e 3,9% (p/v) de 6leo essencial,
o qual contém mais de 300 compostos volateis identificados (BENN, 1998; FREROT;
BAGNOUD; VUILLEUMIER, 2001; GUNTERT et al., 2001; MCKAY; BLUMBERG,
2006; LAWRENCE, 2006; SCHMIDT et al., 2009; CHEN et al., 2011). Os terpenos
constituem a classe de compostos majoritarios do Gleo essencial, incluindo mono e
sesquiterpenos (GUNTERT et al., 2001; CHEN et al., 2011). Dentre os monoterpenos, 0
mentol é o principal constituinte (35-60%), seguido pela mentona (2-44%) e outros
compostos minoritarios [acetato de mentila (0,7-23%), 1,8-cineol (1-13%), mentofurano (0,3-
14%), isomentona (2-5%), neomentol (3-4%), limoneno (0,1-6%), B-pineno (0,9-1,5%), a-
pineno (0,7-0,8%), linalol (0,2-0,7%) e o-terpineol (0,1-0,3%)], enquanto o [B-cariofileno
representa o principal sesquiterpeno (1,6-1,8%) (CLARK; MENARY, 1981; GUNTERT et
al., 2001; VERMA et al., 2011).
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Figura 1. Monoterpenos (A) e sesquiterpenos (B) do 6leo essencial de hortela pimenta.

Compostos volateis sdo geralmente isolados do d&leo essencial, a partir da
hidrodestilagdo das folhas secas ou frescas da hortel&; no entanto, alguns estudos analisaram a
fracdo volatil da planta, através do seu extrato aquoso (DUBAND et al., 1992; ORAV;
KANN, 2001; RIACHI et al., 2012). Em dois desses trabalhos, os volateis foram obtidos
através da fracdo oleosa, extraida de um tisano (DUBAND et al., 1992; ORAV; KANN,
2001), enquanto que no terceiro estudo, 0s compostos foram diretamente isolados da infuséo
da erva, sem a separacdo do 6leo (RIACHI et al., 2012). Duband et al. (1992) observaram que
0 tisano continha 21% do 6leo original e identificaram 21 compostos, dos quais 81% eram
monoterpenos, 14% sesquiterpenos e 5% alcoois. Alguns monoterpenos e sesquiterpenos,
como o limoneno, 1,8-cineol, germacreno D e viridiflorol, ndo foram detectados. Orav e Kann
(2001) identificaram 41 terpenos, representados por monoterpenos (90,6%) e sesquiterpenos
(5,8%); no entanto, os compostos foram apenas identificados por tentativa, uma vez que a
técnica de CG/EM ndo foi utilizada. No ultimo estudo, 31 compostos volateis foram
identificados no ché, dentre eles a maior parte foi representada por terpenos (45%), seguido
por hidrocarbonetos aciclicos (26%), acidos carboxilicos (13%), e em menor proporcao,
cetonas (6%), alcoois alifaticos (7%) e cumarina (3%) (RIACHI et al., 2012).

A composigédo quimica do oleo recuperado da hidrodestilagdo também foi analisado e
comparado com o 6leo original (decantado) (VERMA et al., 2011). O 6leo recuperado
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apresentou maior quantidade de terpenos oxigenados (82,2-85,6%), especialmente de alcoois
terpénicos (58,2%), como mentol, terpinen-4-ol, a-terpineol, linalol, isopulegol e isomentol
que o Oleo essencial original (41%), representado por maiores quantidades de mono e
sesquiterpenos. Uma vez que a composicdo volatil do 6leo essencial difere da composicéo do
extrato aquoso, € esperado que as propriedades fisioldgicas também sejam diferenciadas entre
os dois produtos. E importante ressaltar que, além das diferencas entre a composicio de
amostras de horteld pimenta submetidas a diferentes métodos de extracdo, existe, também,
grande variacdo na proporcdo dos compostos, oriunda de influéncias edafoclimaticas sobre o
metabolismo da planta (MAFFEI et al., 1999; ROHLOFF et al., 2005; ZHELJAZKOV et al.,
2010). Geralmente, o 0Oleo essencial de horteld pimenta de boa qualidade contém maiores
quantidades de (-)-mentol e (-)-mentona do que (+)-pulegona e (+)-mentofurano, e essa
proporcdo varia de acordo com as respostas metabolicas da planta em relacdo ao meio
ambiente (MAHMOUD; CROTEAU, 2003). Dependendo da condi¢do ambiental, tanto a via
redutora quanto a oxidativa podem ser estabelecidas. A (-)-pulegona representa o
intermediario central na formacdo do (-)-mentol. Quando a via redutora predomina, ela é
reduzida a (-)-mentona e, posteriormente, a (-)-mentol; enquanto que na via oxidativa, a
concentracdo de (+)-mentofurano e (+)-pulegona é maior que a de (-)-mentol. O acimulo de
(-)-pulegona e (-)-mentofurano foi observado em plantas cultivadas sobre baixa intensidade de
luz ou em grande deficiéncia hidrica e altas temperaturas noturnas (BURBOTT; LOOMIS,
1967; COURT; ROY; POCS, 1993), enquanto longo fotoperiodo favoreceu o acimulo de
mentol (VOIRIN; BRUN; BAYET, 1990). Portanto, € esperado que caracteristicas peculiares
agroclimaticas de areas produtoras de horteld pimenta influam drasticamente na composicao
do oleo essencial (CLARK; MENARY, 1981; TELCI et al., 2011). A utilizacdo de radiacdo
UVA (radiacdo ultravioleta A) com luz branca, durante o periodo noturno, estimulou o
aumento de mentol, porém aumentou a producdo de mentofurano (MAFFEI et al., 1999).
Adicionalmente, folhas jovens de horteld pimenta tendem a apresentar menores concentragdes
de mentol (20%), enquanto folhas mais velhas possuem maior quantidade desse composto
(50%), indicando que a época de colheita é de grande importancia para a obtencao de um éleo
essencial de qualidade superior (CLARK; MENARY, 1981; ROHLOFF et al., 2005).
Portanto, deve-se evitar tanto o estresse hidrico e altas temperaturas noturnas, quanto a
utilizacdo de folhas mais jovens.

Além da influéncia de praticas agricolas na qualidade do 6leo essencial, a engenharia

metabdlica também vem emanando esforcos para melhorar tanto o rendimento do Oleo,



quanto sua composicdo (MAHMOUD; CROTEAU, 2003; LANGE et al., 2011). O aumento
do rendimento do dleo foi observado, através da superexpressdo de genes selecionados,
envolvidos na via 2C-metil-D-eritrol 4-fostato (MEP), responsavel pelo provimento de
precursores para a biossintese de monoterpenos. Além disso, foi obtido 06leo com
concentracdo reduzida de (+)-mentofurano e (+)-pulegona, a partir da expressdao da (+)-
mentofurano sintase na orientacgdo antisenso (MAHMOUD; CROTEAU, 2003; LANGE et al.,
2011). A aplicacao de agua residual, oriunda da destilacao de algumas plantas, incluindo a da
prépria horteld pimenta ou hormonios em plantas de horteld, também promovem a alteracéo
da composigdo do seu dleo. A utilizacdo de extratos de horteld pimenta, na forma de spray
foliar, promoveram o decréscimo de L-mentona e 0 aumento de acetato de mentila. No
entanto, observou-se 0 aumento da concentracdo de L-mentol, quando extratos de jasmonato
de metila, na concentragdo de 10, 100 e 1000 mg L ! ou extrato de Mentha gracilis foram
aplicados (ZHELJAZKOV; ASTATIIKIE, 2012).

1.1.2. COMPOSTOS DE IMPACTO PARA O AROMA

O uso de técnicas olfatométricas, permitiu que houvesse melhor compreenséo sobre a
impressdo sensorial global do 6leo essencial de horteld pimenta. Nesse sentido, no entanto,
apenas alguns estudos avaliaram a contribuicdo dos principais compostos, bem como dos
constituintes minoritarios para o impacto do aroma da horteld pimenta (BENN, 1998;
GUNTERT et al., 2001; FREROT; BAGNOUD; VUILLEUMIER, 2002; SCHMIDT et al.,
2009). A Tabela 1, apresenta uma compilacdo dos compostos aromaticos da horteld. A classe
dos terpenos foi a mais representativa, composta por monoterpenos (cerca de 52%) e
sesquiterpenos (9%), enquanto outros grupos Se apresentaram em menor proporgdo, como o0
dos aldeidos (9%), o dos hidrocarbonetos aromaticos (9%), miscelaneos (8%), das lactonas
(7%) e dos alcoois (6%). Os valores de threshold de cada composto em diferentes meios (ex.:
agua, ar) foram apresentados, quando possivel, bem como as informacdes de percepcdo do
odor. No entanto, o impacto de cada composto para 0 aroma ndo pode ser precisamente
determinado, pois existem poucas informagdes sobre o valor de odor ativo dos compostos

volateis da horteld pimenta.



O flavor caracteristico de menta, bem como a sensacgdo de frescor da horteld pimenta,
sdo associados, principalmente, ao mentol e, em menor proporc¢do, a seus derivados (ex.:
mentona). Apesar disso, alguns estudos vem demonstrando que outros compostos podem
desempenhar papel importante para 0 aroma. Em estudo prévio, foi utilizado pela primeira
vez a ADEA para caracterizar os compostos de odor ativo na horteld pimenta de Yakima
(BENN, 1998). O mentofurano foi o odorante mais potente detectado, pois apresentou notas
odoriferas apos diluicdo de 20480 vezes. Outros compostos importantes também foram
detectados, como o 1,8-cineol, a pulegona e a (E)-S-damascenona. Estudos subsequentes,
identificaram compostos tdo importantes quanto o mentofurano, com menor valor de
threshold no ar, como: 1, (3E, 5Z)-undecatrieno, (E)-f-damascenona, (E, Z)-2,6-nonadienal,
eugenol e mentofurolactona (BLANK, 1996; GUNTERT et al., 2001; FREROT; BAGNOUD;
VUILLEUMIER, 2002). Os isémeros Ocimenos, (Z, Z)-8-Ocimenol, (E, Z)-8-Ocimenol e
seus respectivos acetatos [acetato de (Z, Z)-8-Ocimenila e acetato de (E, Z)-8-Ocimenila]
foram descritos pela primeira vez no dleo essencial da horteld pimenta (GUNTERT et al.,
2001). Os dois acetatos foram considerados importantes componentes do aroma, mais
especificamente, o acetato de (E, Z)-8-Ocimenila foi o mais relevante, uma vez que
apresentou menor valor de threshold (0,4 pg L*/ar) e maior concentragdo no 6leo (30 ppm),
do que o acetato de (Z, Z)-8-Ocimenila (0,5 pug LY/ar; 20 ppm).

As p-mentano lactonas, compreendem uma classe de compostos odoriferos
importantes que foram detectados em menores quantidades, no 6leo essencial (NAF;
VELLUZ, 1998; GAUDIN, 2000; GUNTERT et el., 2001; FREROT; BAGNOUD;
VUILLEUMIER, 2002; DAMS et al., 2012). As principais lactonas monoterpénicas sao:
mentofurano, mentalactona, isomentalactona e dehidro-mentalactona. Esses quatro
componentes sdo conhecidos por contribuir para as notas odoriferas de céco, doce, de feno e
tipo cumarinico do 6leo essencial de horteld pimenta. Outros estudos, detectaram compostos
com impressdo odorifera similar. A mentofurolactona, por exemplo, era conhecida como
subproduto formado durante a foto-oxidacdo do mentofurano. Frérot, Bagnoud e Vuilleumier
(2002) relataram, pela primeira vez, a presenca desse composto, em um produto natural,
quando analisaram a horteld pimenta. O valor de threshold da mentofurolactona (0,0004 ug
LY/ar) se apresentou tdo baixo quanto o da cumarina (0,00023 pg LY/ar) que é considerada
um ingrediente popular para fabricagdo de perfumes. Outra lactona importante encontrada foi

a 3,6-dimetilbenzo-[b]-furan-2-ona, trivialmente chamada de furanomentona (NAF;



VELLUZ, 1998; GUNTERT et al., 2001). Essa lactona também apresentou baixo valor de
threshold (0,0008 pg L/ar) e notas odoriferas doces, similares ao cdco e cumarina.



Tabela 1. Compostos de impacto para o0 aroma.

Valores de « .

Compostos IR threshold (ppb) Impressdo odorifera
Sulfato de dimetilal 498* 0,16—12A10 milho?
2-Metilpropanal® 7898 0,1-2,3A 10 doce?, cacau?, malte!
Butirato de etil-2-metila!  832* 0,1-0,3~ 10 frutal, folhas?, maca!
Isovalerato de etila® 8354 n/e frutal, morango?
(2)-3-Hexenol* 838* 704 10 folhas!, mato!
Acido 2-metilbutirico * 856° n/e fruta®, suor?, butirico?
Metional! 864° 0,2 A 10 sulfuroso?, cozido?, batata®

N 1 5 A 10 pungente?!, ardido?,
(2)-4-Heptenal 885 0,8 gordural, vegetais!
2,5-Dietil 4 1 1 Atarl
tetrahidrofurano® 890 nle pungente®, solvente-, éter
a-Tujeno? 9234 n/e erva?, folha?, terra
a-Pineno'? 9314 62~ 1 pinho®?, erva?
Canfeno? 9434 19804 1 canfora?
1-Octen-3-ol* 964* 1A 10 terral, folhal, champignon?
Sabineno? 9654 37A L fruta apimentada?
S-Pineno? 9714 g2A 1t resina de pinho®

. 0,1183; floral*, apimentado!

1,2,3 3 H 1 1 1
Mirceno %81 13—-15A10 IGpulot; lim&o?; madeira®
Octanal! 982° 0,74 10 citrico?, aldeido*
3-Octanol? 9834 n/e queijo?, menta?, erva?
a-Felandreno? 9964 200M 1 citrico?, apimentado?
1,8-Cineol*?3 1021* 0,0031%3 refrescante’?3, eucalipto!?

- 1 ,y = 12
Limoneno*? 10234 10411 limpeza’, Czl'[l’ICO ’

refrescante
(Z)-p-Ocimeno® 10273 0,0183 terpeno®

2 2. 3

(E)-B-Ocimeno?* 10383 0,0283 ervas, 1;Iora| ; terpeno®,

manga
y-Terpineno? 1051* n/e citrico?, erva?, terpeno?
Hidrato de (E)-Sabineno ? 1055* n/e erva?, bagas de zimbro?
Guaiacol? 1056° 321410 doce?, fumaca?, fenolico?
Terpinoleno? 1076* 2004 10 pinho doce?, terpeno?
2-Feniletanol* 1078’ 10004 12 floral?, rosat




Tabela 1. Continuagéo.

Valores de < .
Compostos RI Threshold (ppb) Impressao odorifera
Hidrato de (Z)-sabineno?  1083* n/e apimentado?, fruta?
. 0.002%3; floral*23, doce?, creme!
12,3 4 ) ) ) )
Linalol 1085 pA 1 refrescante?, fruta®, citrico®
12 1; 1
Mentonal-2 1134* 17041 menta"*, Ilgnpeza ’
refrescante
_ B, 18
(E, 2)- 2,6-nonadienal® 1137° 8?3221140’0004 folha, floral, pepino!
Isomentona? 1143* n/e refrescante?, menta?
Isopulegol® 11482 n/e erva, menta, canfora?
borrachal, plastico?, erva?,
Mentofuranot??3 11503 0,00045 3 refrescante?, doce®, menta®?,
lactona®, feno®
Neomentol? 11534 500—600< 1 menta?
1,2 1,2
Mentol*2 1161  300-400C 1 'Ir.efresca[‘te ; menta*,
impeza
Terpinen-4-ol* 1164* 64004 1 bolor!
1,(3E, 5Z)-Undecatrieno®  1166° 0,0001258:3 erva®, galbano?
Neoisomentol? 1174% 200—1000% 1° menta?
a-Terpineol? 11774 3301 1! floral?, lirio?
2,4-Nonadienal* 1183° 0,09% 18 folhat, gordural
Furamintona® 11963 0,00085%3 coco®, cumarinad, doce®
2-Metil-6-metileno 3 3 1e 3
(22), 7-octadienol® 1206 n/e floral®, lirio
Anisaldeido! 1213* 33.18:20 doce?, plastico?, floral
Pulegona? 1216* n/e menta'?, sujeira’; canfora?
3 1 1 1,2
Carvonal? 1216 QA 17 h_ortela \gerde : frzuta , erva—*,
pimenta?, menta
Pulegol? 12202 n/e erva?, canfora, menta?
Piperitona? 1235* n/e erva?, menta?
(Z, Z)-8-Ocimenol® 12503 n/e madeira®, mofo?, resina®
Isopulegona? 12522 n/e erva?, menta?
Acetato de neomentila>  1260* n/e menta?, fruta?
Timol* 12644 1700~ 2 erval, fenolico?, tomilho!
1 1 ral A 2
Acetato de mentila *? 1278* n/e fruta’, floral’, madeira’, eter”,

quase sem cheiro?




Tabela 1. Continuagéo.

Valores de « .
Compostos IR Threshold (ppb) Impressao odorifera
(E)-Anetol? 12872 n/e doce?, anis?
Acetato de isomentila 2 1291* n/e éter?, quase sem cheiro?
. B, 18
4-Vinilguaiacol! 1306° O;S?é’ 4-0,0008 fumagcal, madeiral, doce!
3 y
1315/ erva??, menta??, cumarina??
19 B, 22 ) y )
Mentofurolactona 13179 0,00004 doce?. creme?. cco?
_ B,9
Eugenol* 1332* (1);500%%1 0,0004 apimentado?, cravo!, doce!
4-Metilquinolina® 13578 nle animal?, almiscar!
Acetato de (Z, Z)-8- 1363 58,3 erva®, galbano®, abacaxi?,
Ocimenila® fruta®
fruta®, madeira®, graos?,
(E)-B-Damascenonal? 1364* 0,0001255% 3 flor3, ch&®, ameixa seca®,
erva®
Acetato de (E, Z)-8- 3 B 3 erva®, terra, fruta®,
ctato € 1375 0,48 T
Ocimenila abacaxi®, pinheiro
S-Bourboneno? 13882 n/e madeira verde?, apimentado?
S-Elemeno? 1388* n/e terpeno?
p-Cariofileno? 14224 64~ 1 madeira, apimentado?
Dehidromentalactona® 14483 0,00318:3 coco®, cumarina®, feno®
(E)-p-Farneseno? 1453* n/e balsamo?
Mentalactona® 1455% 0,00288:3 coco®, doce®, cumarina®
S-lononat 1466° 0,141 madeira?, fruta
Isomentalactona® 1476° 0,0012583 coco®, cumarina®
Germacreno D? 1481* n/e madeira?, apimentado, erva?

Threshold na agua®, threshold no ar® and threshold do paladar®, n/e: ndo encontrado. Benn (1998)*; Schmidt et al.
(2009)?; Guntert et al. (2001)3; Chen et al. (2011)*; Acree e Arn (2004)°; Adedeji, Hartman, Rosen e Ho (1991)5;
Ong e Acree (1999)7; Dmitrikov e Nabivach (1995)8; Tomi e Bradesi (2010)°; Leffingwell e Leffingwell (1991)%;
Qian e Wang (2005)*; Yilmaz (2001)*2; Amoore e Venstrom (1966)*3; Boelens e van Gemert (1987)'*; Enberger
e Hopp (1988)%5; Leffingwell e Shackelford (1974)¢; Ohloff, G. (1978)*"; Blank (1996); Song e Cadwallader
(2008)*°; Castro-Vazquez, Diaz-Maroto e Pérez-Coello (2006)%°; Wilson 111 e Shaw (1981)2%; Frérot, Bagnoud e

Vuilleumier (2002)?,


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Dmitrikov%2C+V.P.
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Nabivach%2C+V.M.

1.2. COMPOSICAO DE FENOLICOS

Os compostos fenolicos representam um importante grupo de compostos alimentares
bioativos, conhecidos por promover inimeros beneficios ao corpo humano. Os chas sdo uma
boa fonte alimentar de fenolicos, sendo considerado a forma mais comum de consumo desses
compostos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2010). Uma infusdo de horteld pimenta fornece,
aproximadamente, 750 mg L™ de compostos fendlicos, ou seja, 0 consumo diario de uma ou
duas xicaras de cha (250-500 mL), fornece cerca de 200 mg Lt a 400 mg L%,
respectivamente (DUBAND et al., 1992). Como mencionado anteriormente, a infuséo
também contém cerca de 21% de Oleo essencial, representado principalmente por terpenos
oxigenados que, em conjunto com o0s compostos fendlicos, podem ser considerados
compostos bioativos do cha de horteld pimenta. Kapp et al. (2013), por exemplo, associaram o
efeito bacteriostatico da horteld pimenta contra Chlamidia pneumonia com a presenca dos
compostos fendlicos luteina e apigenina glicosideo e com a presenca de 6leo essencial no
extrato.

Na Tabela 2 sdo listados os compostos fenolicos identificados e quantificados ou ndo,
no ché de horteld pimenta. Cerca de 49 compostos fendélicos foram identificados, incluindo
aqueles representados por diferentes glicosideos (ex.: glucuronideo, rutinosideo). O principal
composto detectado foi o acido rosmarinico (0,76 — 60,214 mg g 1), seguido do eriodictiol-
glicopiranosil-ramnopiranosideo (0,006 — 18,083 mg g 1), luteolina 7-O-rutinosideo (4,1 —
15,5 mg g 1), luteolina glicopiranosil-ramnopiranosideo (0,012 — 8,883 mg g 1), luteolina 7-
O-B-glucuronideo (1,5 — 4,4 mg g™ 1), naringenina 7-O-p-glicosideo (0,2 — 3,8 mg g %) e acido
cafeico (0,1 — 3,45 mg g%). Kapp et al. (2013) identificaram pela primeira vez, na familia
Lamiaceae, seis compostos fendlicos, como o acido prolitospermico, acido salviandlico H/I,
acido salviandlico E, &cido isosalviandlico A, medioresinol e sulfato de medioresinol.
Adicionalmente, os autores reportaram pela primeira vez, na hortela pimenta, o composto
fenolico danshensu (3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidroxipropanoato de sédio), previamente
identificado na Mentha haplocalyx. Esse composto é comumente utilizado na medicina
tradicional chinesa pelos seus efeitos cardioprotetores (WANG et al., 2013; YEUNG, 2013).
A luteolina 7-O-B-glucuronideo e o é&cido litospermico também foram descobertos e

designados como novos constituintes da horteld pimenta (FECKA; TUREK, 2007).
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Figura 2. Alguns dos principais compostos fenolicos e flavonoides da horteld pimenta
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O perfil de compostos fendlicos da horteld pimenta organica e da convencional foi
analisado, utilizando as técnicas de CLAE-UV e CLAE com espectrometria de massas por
injecdo em fluxo (GAO et al., 2012). Os meétodos foram comparados, através de analise
multivariada (andlise de componentes principais). Foram identificados o0s seguintes
compostos: pebrelina, eriodictiol 7-O-rutinosideo, tricetina 3"-O-glicosideo 5" -O-ramnosideo,
eriocitrina, canferol 7-O-rutinosidio, luteolina 7-O-neoheperidosideo, narirutina, 4’-
metoxicanferol-7-O-rutinosideo, hesperidina, isosafrol, acido ciclohexanocarboxilico,
gardenina D, 5,6-dihidroxi-4",7,8-trimetoxiflavona e gardenina B. Em geral, as &reas
absolutas dos picos, correspondentes a planta organica foram maiores do que os picos da
planta convencional, indicando que pode haver diferencas significativas no perfil quimico das
duas hortelds. Além disso, as duas técnicas utilizadas no estudo mostraram-se eficientes na
diferenciacédo das plantas (GAO et al., 2012). Lv et al. (2012) por outro lado, quantificaram os
compostos fenolicos na planta organica e convencional, baseado nas areas dos picos de
padrdes externos. Com exce¢do dos acidos ferulico e siringico, todos 0s outros compostos
analisados (catequina, epigalocatequina galato, acidos vanilico, cafeico e p-cumarico)
estavam em maior concentracdo, porém ndo em quantidade significativa (p<0,05). Baseado
nos resultados, os autores nao conseguiram observar uma tendéncia geral que favorecesse
uma ou outra planta e apontaram a necessidade da realizacdo de um desenho experimental
sistematico mais elaborado, analisando as duas plantas cultivadas sobre diferentes condicdes

ambientais.
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Tabela 2. Compostos fenolicos da horteld pimenta.

Compostos

Concentracao

Acidos fenélicos

Acido rosmarinicol#34567

Acido cafeico?®78

Acido salviandlico®

Acido salvianélico B®
Acido dehidro-salviandlico®
Acido galico®

Acido vanilico®

Acido siringico®

Acido p-cumarico®

Acido fertlico®

Acido litospermico®

0.76—60.214mg g -
0.1-3.45mgg™*

0.389mgg™
0.034-0.218 mgg*
0.087 — 1.089 mg g
0.0024 - 0.0027 mg g !
0.04-0.11mgg-1
0.03-0.24mgg*
0.02-0.38 mgg*
0.18-0.51 mgg!

Flavonas

Luteolina®

Luteolina O-diglucuronideo®®
Luteolina O-glucuronideo®®
Luteolina O-rutinosideo®
Luteolina 7-O-glucuronideo®
Luteolina 7-O-B-glucuronideo’
Luteolina 7-O-rutinosideo®*’
Luteolina 7-glicosideo®
Luteolina-glicopiranosil-
ramnopiranosideo®
Isorhoifolina (Apigenina 7-O-
rutinosideo)®*

Pebrelina®©

0.025mg g
2.039-3.088 mg g
0.011-1.153mg g %;
0.101-2.79 mgg!
15-44mgg
41-155mgg
0.038-0.211mgg™
0.012 - 8.883 mg g

0.025 - 0.269 mg g

0.209 - 0.683 mg g

Metoxiflavonas

Gardenina B* 69-336mgg?

Diosminal?® 0.007 - 0.109 mg g'*
Flavanonas

Eriodictiol® 01-22mgg?

Eriodictiol 7-O-glicosideo* 0.0545 -0.543 mg g*

Eriodictiol 7-O-B-glicosideo’ 0.1-04mgg!

Eriodictiol-glicopiranosil-
ramnopiranosideo®
Hesperidinal71
Eriocitrinal">10
Narirutinal">10

Naringenina 7-O-B-glicosideo’

0.006 — 18.083 mg g *

0.615-2.6mgg
1.085-53.3mgg™
0.1-09mgg?
0.2-38mgg?

Flavondis

Catequina®
(-)-Epigalocatequina galato®

0.06 -0.64 mg g™
0.08—-0.36 mg g
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Tabela 2. Continuagéo.

Compostos Concentracéo
Total
Fenolicos 1.64-66.21 mgg*
Flavondides’ 79.47 — 455,91 mg gt

Compostos apenas identificados

Acidos fenélicos

Acido protocatecuico -
glicosideo®

Acido 5-cafeoilquinico® -
Acido isosalviandlico® -
Acido salvianélico (E e H/I)® -
Acido prolitospermico® -
Danshensu® -

Flavonas

Luteolina 7-O- -
neohesperidosideo™®

Tricetina 3’-O-glicosideo 5°- -
O-ramnosideo®

Metoxiflavonas

Gardenina D -
Isosafrolt? -

Flavondis

Miricetina O-glicosideo® -
Canferol 7-O-rutinosideo*® -
4’-metoxicanferol-7-O- -
rutinosideo'®

Lignanas

Medioresinol® -
Sulfato de medioresinol® -

Guedon and Pasquier, (1994)%; Lee, (2010)?; Zrzyzanowska et al. (2011)3; Areias et al.
(2001)* Kapp et al. (2013)°% Fecka, Raj e Krauze-Baranowska (2007)%; Fecka and
Turek, (2007)7; Lv et al. (2012)%; Hadjmohammadi et al. (2013)°; Gao et al. (2012),



1.3. VITAMINAS E MINERAIS

A presenca de algumas vitaminas e minerais em folhas de horteld pimenta, despertou o
interesse na pesquisa desses nutrientes na planta. De Almeida-Muradian, Rios e Sasaki (1998)
encontraram valores de 940 a 1016 de equivalentes retinol por 100 g de B-caroteno, em folhas
de horteld pimenta, cultivadas no Brasil. Dambrauskiene, Viskelas e Karleliene (2008)
analisaram a quantidade de carotendides e acido ascorbico em plantas de horteld de origens
diferentes, porém ndo encontraram diferencas significativas (p<0,05). Em geral os valores de
acido ascorbico variaram entre 25,2 e 26,1 mg 100 g%, enquanto que os de carotendides
estavam entre 2,8 e 3,1%. Capecka, Mareczek e Leja (2005), por outro lado, encontraram
valores estatisticamente distintos (p<0,05) de carotendides e acido ascorbico, quando
compararam a presenca desses nutrientes na horteld fresca e na desidratada. O contetddo de
acido ascorbico foi de 52,6 mg 100g~* e 4,5 mg 100g %, nas folhas frescas e desidratadas,
respectivamente; enquanto a concentragio de carotendides variou de 58.1 mg 100g~! nas
folhas frescas e 32,7 mg 100g~* na folha seca. Em estudo mais recente, foram avaliadas a
presenca e a quantidade de carotendides (luteina e isdmeros de B-caroteno) na erva seca e na
infusdo de horteld pimenta. Foi observada a presenca de luteina (93,4 ng g?) e de isbmeros do
B-caroteno (aproximadamente 18 g1 em peso seco) na erva seca, porém somente a luteina
foi detectada na infusdo (aproximadamente 11 pg em 200 mL de infusdo) (LORANTY et al.,
2010).

O conteudo de minerais nas folhas de horteld pimenta também foi analisado. O
principal elemento foi o K (40—-17216 pg g 1), seguido por Ca (20-15331 pg g1), Mg
(85778 ug g b, P (54-3,600 ug g 1), Na (4-3467 pg g ), Fe (0,7-2390 pg g 1), Ba (14-254
nggt), Al(238-251 ug g, Mn (0,1-188 ug g 1), Sr (2-150 ug g 1), Zn (0.05-75 ug g %), B
(13-21 pg g1), Cu (0.03-12 pg g1), Cr (0,95 pg g ), Ni (1-3 ugg ), Ti (3,3 ug g 1), Pb
(022 pgg™), Ce (1,6 ugg™), La (0,5 pg g™, Li (0,5 ug g™), V(0,5 ug g™), Co (0,1-0,4 ug
g1, 10,3 ugg?), Cd (0,004-0,2 pg gh), Se (0,1 uggt) e As (0,1 pg g 1) (LOZAK et al.,
2002; GALLAHER et al., 2006; KIZIL et al.,, 2010; BAGDATLIOGLU; NERGIZ;
ERGONUL, 2010; PYTLAKOWSKA et al., 2012). Um estudo investigou a presenca de Ca,
Ba, Ce, Co, Cr, Cu, Fe, K, La, Mg, Mn, Na, Ni, P, Sr e Zn, em ervas de diferentes espécies de
plantas e submeteu os dados para avaliagdo quimiométrica, usando a analise de componentes

principais e a analise de cluster para classificar as amostras (KARA, 2009). O trabalho
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revelou uma relagdo entre a concentracdo dos elementos e as diferentes ervas. A horteld
pimenta foi inserida no grupo da camomila, malva, tilia, salvia e limdo, que apresentou maior
concentracdo de Mg, Zn, Cu, Fe, P, K, Ca, Cr, Ce, Co, Sr e Na. O conteudo de minerais na
infusdo da erva também foi analisado (LOZAK et al., 2002; PYTLAKOWSKA et al., 2012,
SZYMEZYCHA-MADEJA; WELNA; ZYRNICKI, 2013). A extracdo dos minerais na
infusdo variou muito em relacdo ao encontrado na erva seca. O mineral em maior
concentra¢do na infusdo foi o Ca (16—4457 ng g 1), seguido do Mg (129-3268 pg g %), P
(804—2827 ng g 1), K (993—1584 pg g %), Na (403—438 pg g1), Al (4,31-263 pg g %), Mn
(0,5-27 ug g%, Fe (1,620 pg g4, Sr (1,7-15 ug g4), Zn (2,7-12 pg g %), Cu (0,2-5,5 pg
g B(2-5ugg™),Ba(0,8-4pugg™),Ni(1,2-2,7ugg™), Ti (0,03-1pgg™),Pb (Lpg g,
As(09pgg?),Cr(03ugg™), Li(03pgg™), 1(021gg™),V(0,1pgg™), Se (0,08 ugg™),
Co (0,06 ug g'1) e Cd (0,008 ug g1). Pytlakowska et al. (2012) sugeriram que essa variagdo
poderia ser atribuida a formacdo de um complexo entre 0s minerais e substancias organicas,
bem como a baixa solubilidade de alguns elementos em solugdo aquosa e pelo processo de
hidrolise, no caso de metais como Al, Fe, Cu e Mn. Os autores compararam a eficiéncia de
extracdo de alguns minerais em diferentes infusbes de ervas, incluindo a horteld pimenta e
classificaram o K como altamente extraivel (>55%), Mg, Na, P, B, Zn e Cu como
moderadamente extraiveis (20 — 55%) e Al, Fe, Mn, Ba, Ca e Sr como pouco extraiveis
(<20%).
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1.4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A presenca de compostos bioativos na infusdo de horteld pimenta junto ao fato da
bebida ser muito consumida, torna o estudo da sua capacidade antioxidante muito
interessante. E bem conhecido que os antioxidantes tem o potencial de diminuir ou retardar a
oxidacdo da matéria organica, promovida por espécies reativas do oxigénio (EROs) (O, Os,
10,, 02, OH", RO, ROO", H,0; and ONOO-) (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997;
BRIEGER et al., 2012). Esses compostos estdo envolvidos com a destruicdo de diversos
componentes celulares e com o desenvolvimento de doencas ocasionadas, quando em
situacBes patoldgicas, hd um desequilibrio oxidante-antioxidante, no qual o sistema
antioxidante enddgeno celular (ex.: glutationa, catalase) ndo consegue remover as quantidades
excessivas de EROs (GONZALES-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012). O estresse
oxidativo vem sendo apontado como um dos principais causadores de doencas, como 0
cancer, doencas neurodegenerativas, cardiovasculares, e diabetes (BRIEGER et al., 2012). Por
outro lado, a ingestdo de antioxidantes naturais vem sendo associada com a reducgédo do risco
desses problemas (PEREZ-JIMENEZ et al., 2010).

Os extratos de horteld pimenta sdo ricos em compostos fendlicos, principalmente em
acidos e as flavanonas (Tabela 2), e possuem pequena quantidade de terpenos, incluindo
mono, sesqui e tetraterpenos (Tabela 1 e topico vitaminas e minerais). Em contrapartida, o
Oleo essencial contém, basicamente, mono e sesquiterpenos. A atividade antioxidante dos
compostos fenolicos advéem da capacidade de atuarem como sequestradores de elétrons,
devido a suas propriedades redutoras; agentes doadores de hidrogénio ou elétrons; supressores
de oxigénio singlete; e queladores de metais (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997,
OH et al., 2013).

A atividade antioxidante estad associada com a inibicdo da oxidacdo de lipidios,
proteinas, DNA ou qualquer outra molécula que bloqueie a etapa de propagacao, nas reagdes
oxidativas em cadeia (OH et al., 2013). Os compostos capazes de sequestrar diretamente 0s
radicais livres sdo considerados antioxidantes primarios, enquanto que aqueles que previnem
0 processo de iniciacdo e retardam a formacao de radicais, atraves da reacdo de Fenton, sdo
considerados antioxidantes secundarios (GONZALES-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS,
2012; OH et al., 2013). Os terpenos foram descritos por atuarem como antioxidantes, através

do sequestro direto de EROs e por apresentarem a capacidade de modular o sistema
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antioxidante endégeno (GONZALES-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012). Um
estudo prévio avaliou a eficicia antioxidante dos terpenos mais comumente encontrados em
oOleos essenciais, a partir de dois modelos lipidicos. Em geral, 0s monoterpenos apresentaram
baixa atividade antioxidante, com excecdo dos compostos tepinoleno, o-terpineno e y-
terpineno que demonstraram atividade similar ao a-tocoferol. A relacdo entre estrutura e
atividade desses compostos tem sido associados com grupos metilenos fortemente ativados
em suas estruturas (RUBERTO; BARATTA, 2000). Existe também outra hipdtese, baseada
na estrutura ciclohexadieno dos terpendides, como a do y-terpineno e a-felandreno. Isso
porque eles podem sofrer autoxidagéo, caracterizada por um processo de terminagdo muito
rapido, promovendo diminuigdo da taxa total de oxidacdo. Esses compostos sdo denominados
antioxidantes expandidores da etapa de terminacdo para distinguir daqueles antioxidantes
quebradores de cadeia (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLLI, 2013).

Ruberto e Baratta (2000) identificaram os compostos timol e carvacrol como os mais
ativos entre os monoterpenos oxigenados, com atividade similar a do a-tocoferol, seguido por
alcoois alilicos (nerol, alcool perilico, geraniol e cis-verbenol), monoterpenos com funcéo
aldeidica (citronelol) e cetonas, respectivamente. Em geral, 0s sesquiterpenos apresentaram
atividade antioxidante muito baixa, com exce¢do de alguns sesquiterpenos oxigenados,
principalmente os alcoois alilicos, como o germacrono e o farnesol que apresentaram
atividade similar ao dos monoterpenos oxigenados. O grupo dos tetraterpenos, principalmente
0s carotenodides, como o B-caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina tem sido
apontados como antioxidantes importantes, devido as multiplas ligacdes presentes em suas
estruturas. Adicionalmente, esses compostos podem exibir maior atividade se apresentarem
cadeias longas de duplas ligagfes conjugadas juntamente com a presenca de grupos hidroxila
nas duplas ligacdes dos anéis terminais (GONZALES-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS,
2012).

Os 0leos essenciais naturais sao uma mistura de diferentes tipos de compostos que
podem ser tanto antioxidantes, quanto oxidantes. Dependendo da composicdo do 6leo e das
condicdes experimentais, interacdes sinérgicas ou antagdnicas podem ocorrer (AMORATI,;
FOTI; VALGIMIGLI, 2013). Em geral, 6leos essenciais com grande contelldo de compostos
fenolicos e modesto conteudo de terpenos insaturados sao mais provaveis de possuirem maior
capacidade antioxidante (RUBERTO; BARATTA, 2000; AMORATI; FOTI; VALGIMIGLLI,
2013). Os terpenos insaturados, como o linalol e o a-pineno tem mostrado atividade pro-

oxidante. Isso, porque sofrem autoxidagdo e o processo gera radicais alquila reativos,
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provenientes da propria estrutura do terpeno (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013). O
mentol, composto majoritario do Oleo essencial da horteld pimenta (35 — 60%) e seus
derivados (0,3 — 44%) tem apresentado baixa atividade antioxidante (RUBERTO;
BARATTA, 2000). Entretanto, ¢ dificil prever exatamente o comportamento antioxidante de
uma determinada matriz, seja 6leo essencial ou extrato de qualquer natureza, uma vez que
existem fatores a serem considerados. Tais fatores incluem a concentragdo de um composto
em particular, uma vez que dependendo da quantidade, 0 composto pode se comportar tanto
como antioxidante, quanto oxidante; o comportamento de um composto individualmente e
guando em uma mistura com outros componentes; os fatores ambientais influenciando no
perfil de compostos da matriz; e as técnicas de isolamento e extragdo de compostos
(GONZALES-BURGOS; GOMEZ-SERRANILLOS, 2012; AMORATI;  FOTI;
VALGIMIGLLI, 2013).

A quantidade de compostos fendlicos em extrato aceténico (190,9 — 191,8 GAE/qg) foi
maior do que em extrato aquoso (75,31 + 3,58 mg GAE/Q) e extrato etandlico (33.68 + 0.44
mg GAE/g) (LV et al., 2012; OH et al., 2013). Apesar da diferenca quantitativa entre os
extratos, existe grande dificuldade na interpretacdo dos resultados, uma vez que ndo sao
padronizados e cada estudo realiza uma analise diferente para deteccdo da capacidade
antioxidante. De um modo geral, a capacidade antioxidante do extrato aquoso foi maior do
que a do extrato etandlico (Tabela 3). Lv et al. (2012) compararam a capacidade antioxidante
dos extratos aceténico de horteld pimenta convencional com a da planta organica, porém nao
observaram diferencas significativas entre os dois produtos. Zheljazkov et al. (2010)
observaram que o 6leo essencial de horteld pimenta possui grande capacidade antioxidante,
superior que a da Mentha arvensis. Oh et al. (2013) comparam a capacidade antioxidante de
diferentes ervas e observaram que o comportamento dos extratos de horteld foi similar ao do
cha verde. Outro estudo detectou maior habilidade quelante do ion ferro da horteld pimenta
quando comparada com a dos chas de Camellia sinensis e atribuiram esse fato a presenca de
acido cafeico e acido rosmarinico na horteld (CHAN et al., 2010).
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Tabela 3. Capacidade antioxidante da horteld pimenta.

Fonte Ensaio Resultados Referéncias

Oleo essencial DPPH 59.19 + 0.65 pug mL™* Gharib e Silva (2012)
Oleo essencial ORAC 1107 umol TE L Zheljazkov et al. (2010)
Extrato acetonico RDSC 999.7 + 10.1umol TE/g Lvetal. (2012)
Extrato RDSC 892.4 +12.3 umol TE/g Lv et al. (2012)
acetonico*

Extrato acetobnico HOSC 4252.6 £258.5 umol TE/g  Lvetal. (2012)
Extrato HOSC 4858.9 £ 791.6 umol TE/g  Lvetal. (2012)
acetonico*

Extrato acetonico ORAC 4190.3 + 782.7 umol TE/g ~ Lvetal. (2012)
Extrato ORAC 4401.8 £294.2 umol TE/g  Lvetal. (2012)
acetonico*

Extrato acetbnico  FRP 37 £ 0.3 mg GAE/g Chan et al. (2010)
Extrato acetonico  FIC/CECso 0.4 £ 0.1 mg/mL Chan et al. (2010)
Extrato acetbnico  DPPH 29.73 £ 0.20 mg AAE/g Oh et al. (2013)
Extrato acetonico  ABTS 50.08 + 1.70 mg AAE/g Oh et al. (2013)
Extrato aquoso FRP 0.54 £ 0.02 (200 mg/ml) Oh et al. (2013)
Extrato aquoso FIC 71.42 £ 0.59 % (1 mg/ml) Oh et al. (2013)
Extrato etandlico = DPPH 30.56 + 1.67 mg AAE/g Oh et al. (2013)
Extrato etandlico ~ ABTS 40.70 £ 0.42 mg AAE/g Ohetal. (2013)
Extrato etandlico  FRP 0.73 £ 0.01 (200 mg/ml) Oh et al. (2013)
Extrato etandlico  FIC 26.72 £ 3.26 % (1 mg/ml) Oh et al. (2013)

RDSC: capacidade sequestradora de radicais relativa ao DPPH; HOSC: capacidade sequestradora de radicais

hidroxila; ORAC: capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio; GAE: equivalente de &cido galico; TE:

equivalente de trolox; AEAC: capacidade antioxidante equivalente ao &cido ascorbico; FRP: poder redutor do

jon férrico; FIC: poder quelante do ion ferroso; CECso: poder quelante do ion ferroso em 50%; AAE: éacido

ascorbico equivalente; ABTS atividade de descoloragdo do radical cation; horteld pimenta organica*.
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2. INTRODUCAO

A horteld pimenta ¢é derivada do cruzamento entre a horteld verde (Mentha spicata L.)
e a menta aquatica (Mentha aquatica L.). Seu 6leo essencial possui grande valor comercial,
pois é utilizado na terapia medicinal complementar e em diversos produtos, como na
fabricacdo de cosméticos, pasta de dente e aditivos alimentares (BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009; ZHELJAZKOV et al., 2010). O cha de horteld pimenta € um dos mais
consumidos, e também conhecido por apresentar importantes beneficios a satde. Algumas
atividades bioldgicas baseadas em experimentos in vitro foram detectadas e incluem:
atividades antioxidante, antiviral, fungicida e antibacteriana. Além disso, o cha de hortela
pimenta tem apresentado efeitos benéficos ao trato gastrointestinal. Na Alemanha, a folha de
horteld pimenta é licenciada pelos érgdos de salde para uso como cha medicinal para tratar
dispepsia, enquanto seu Oleo essencial € usado para tratar inflamagdo de mucosas do trato
respiratério (BLUMENTHAL et al., 1998). No entanto, apesar do cha de horteld pimenta ser
muito consumido, pouco se sabe sobre sua fracdo volatil. A composicdo quimica, sobretudo a
fracdo volatil, do 6leo essencial de horteld pimenta ja foi objeto de estudo para muitos autores.
Entretanto, o estudo da fracdo volatil do cha dessa planta foi negligenciado, embora 0 uso
deste cha seja difundido mundialmente. A composic¢do volatil do éleo essencial extraido do
tisano de horteld pimenta foi avaliada por dois estudos (DUBAND et al., 1992; ORAV;
KANN, 2001); no entanto, nenhum trabalho até o0 momento analisou a fracdo volatil do cha
sem a extracdo do 6leo. O mentol e seus derivados (ex. isomentol e mentona) dominam a
fracdo volatil do 6leo essencial da horteld pimenta. O mentol é o composto majoritario
representando de 30 % a 50 % dos sélidos totais, sendo considerado o principio ativo dessa
matriz. Também é considerado um composto de odor ativo para o aroma do 6leo essencial
dessa planta (GUNTERT et al., 2001). Todavia a composicdo da fragdo volatil do dleo é
complexa, sendo resultado de um balanco delicado entre os compostos majoritarios e 0s
minoritarios, que podem estar, inclusive, presentes em quantidade traco. Portanto, outros
compostos tém sido apontados como contribuintes importantes para o aroma dessa matriz.
Benn (1998), com base nas analises de CG/EM e CG-O, identificou o alfa-terpineno, o
eucaliptol, o gama-terpineno, o hidrato de trans-sabineno, 0 mentofurano e o terpineno-4-ol
como componentes da fracdo volatil do 6leo da horteld pimenta. O mesmo autor usou a

ADEA, sendo capaz de identificar o mentofurano como um odorante potente dessa matriz.
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Em outro estudo, a 3,6-dimetil-4,5,6,7-tetrahidro-benzo(b)-furan-2(3)-ona (mentofurolactona)
também foi apontada como um composto de odor ativo para o aroma do 6leo dessa planta
(FREROT; BAGNOUD:; VUILLEUMIER, 2002). Esses autores apresentaram indicios de que
a mentofurolactona existe naturalmente na horteld pimenta. Em contrapartida, em estudos
anteriores, a mentofurolactona foi descrita como um artefato produzido através da oxidacéao
do mentofurano (FOOTE; WUESTHOFF; BURSTAIN, 1967; FOOT et al., 1967). A fracéo
volatil do 6leo essencial é geralmente extraida através da hidrodestilacio (GUNTERT et al.,
2001). Por outro lado, a cromatografia de adsorcao tem sido utilizada para o isolamento de
compostos do cha verde e do cha preto, porém essa técnica nunca foi empregada para
extracdo da fracdo volatil do chd de horteld pimenta (SHIGEMATSU; SHIMODA,
OSAIJIMA, 1994; SHIMODA et al., 1995). Em geral, pouco se sabe sobre a fracdo volatil do
extrato aquoso da erva, apesar dos compostos do Oleo essencial serem bem conhecidos. A
maioria dos estudos que analisam o extrato aquoso avaliam o conteldo de compostos
fenolicos na matriz (FECKA; TUREK, 2007). E possivel que a fragdo mentdlica também
predomine no extrato aquoso, porém outros compostos, ndo achados no Oleo essencial,

poderiam aparecer na bebida e influenciar o aroma do cha.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Contribuir para a identificagdo dos constituintes do aroma do cha de hortela pimenta,
utilizando o método de cromatografia de adsorcdo para o isolamento dos compostos volateis

e, posterior analise por meio de técnicas de cromatografia gasosa.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar e quantificar dos compotos volateis

e Identificar compostos volateis de impacto para bebida

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

O estudo foi realizado com folhas de horteld pimenta (Mentha piperita L) secas e
cortadas, provenientes de sachés de seis marcas de chas diferentes, adquiridas em mercados
locais. Os reagentes utilizados foram: acetona, comprada na Merck (Darmstadt, Alemanha) e
0 adsorvente Porapak Q (mesh 50-80) da Supelco (Filadélfia, EUA). Todos padrdes utilizados
foram adquiridos da Aldrich (Wisconsin, USA).
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4.2. OBTENCAO DA FRACAO VOLATIL

Foi baseada em um método modificado (MOREIRA et al., 2002). O extrato foi obtido
através da infuséo do saché (2 g) em &gua destilada, em ebuli¢do (50 mL), com a ajuda de um
banho agitador (agitacdo por 10 min). Posteriormente, o extrato foi imediatamente resfriado
em agua corrente (10 min). Em seguida, a solucdo aquosa foi filtrada por gravidade e passada
por uma coluna de vidro (0.5 cm d. i. x 18 cm) empacotada com adsorvente do tipo “Porapak
Q” (Supelco, USA), previamente condicionado a 225°C por 3 h com nitrogénio gasoso a um
fluxo de 0.9-1.0 L min. Posteriormente, a coluna foi lavada com 100 mL de agua para
remocdo de glicidios. A dessor¢do dos compostos volateis foi realizada com cerca de 100 mL

de acetona e o eluato foi concentrado em um rotaevaporador a 20°C a 200 mL.

4.3. ANALISE CROMATROGRAFICA

4.3.1. CG/DIC

Uma coluna polar de silica fundida (50 m x 0.25 mm, Supelcowax®) foi usada em um
cromatdgrafo modelo Carlo Erba 4300 (Mildo, Italia) nas seguintes condigdes: programacao
do forno de 50-230°C a 3°C min? e entdo mantida a 230°C por 20 min. O DIC e o injetor
foram mantidos a 240°C e 230°C, respectivamente. A inje¢do ocorreu com um divisor a uma
razdo de 1:20. As concentracdes aproximadas de cada composto volatil foram determinadas
através da utilizacdo de padronizacao externa.
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4.3.2. CG/IEM

Foi usado um Shimadzu GC-17A/QP-5050 (Shimadzu, Japao) com sistema de dados
proprio, um “scan” ciclico de 1 s e um limite de massa de m/z 20-300. A temperatura da fonte
de ions foi de 240°C. A coluna e as condic¢Bes cromatogréaficas foram as mesmas descritas no
topico CG/DIC. Os compostos volateis foram identificados com base na comparagédo de seus
espectros de massas com aqueles do sistema de dados (biblioteca NIST) e também por
comparagio com padrdes e com indices de Kévatz descritos na literatura. Todas as amostras
de horteld foram analisadas em triplicata. Apenas os compostos identificados a partir dos
espectros de massas, em conjunto com o0s padrdes externos, foram considerados

definitivamente identificados.

4.3.3. CG-O e ADEA

Foram empregadas as condi¢des cromatograficas descritas na secdo CG/DIC, exceto
gue na saida da coluna foi colocado um divisor na razdo de 1:10, de modo que uma parte do
efluente da coluna fosse desviada para um sistema artesanal, o que permite ao analista sentir
os odores dos compostos volateis separados durante a cromatografia gasosa. O extrato da
amostra foi diluido sucessivamente pela técnica de ADEA até que ndo fosse percebido mais
nenhum odor. Os compostos volateis ainda detectados por CG-O, mesmo ap6s uma diluicao
acentuada, foram considerados de impacto para o aroma dos extratos da folha. Isto significa
que o limite de deteccdo, ou seja, a concentracdo minima para que se perceba algum odor, é
tdo baixa que o composto ainda apresenta algum odor, mesmo com um fator de diluigdo
extremamente alto. Os extratos foram diluidos na faixa de 21-2%. Trés panelistas participaram
do trabalho de CG-O e ADEA. Esse método foi baseado em citagdo anterior (ACREE;
TERANISHI, 1993).

24



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve a preocupacdo em utilizar-se condicdes de preparo similares as do cha caseiro,
realizando uma extracdo ndo exaustiva com agua fervente. O uso da cromatografia de
adsorcdo com o polimero Porapak Q permitiu a identificacdo de compostos volateis no extrato
aquoso sem a necessidade de aquecimento adicional. O enriquecimento da fracdo volatil na
coluna de vidro, seguido de sua dessor¢do com acetona gerou extratos com odor similar ao da
erva original. Além disso, 0 uso dessa técnica, particularmente as condigdes de pré-
concentracdo, permitiu a identificacdo de novos compostos volateis na horteld pimenta. A
Tabela 4 apresenta os 31 compostos volateis que foram identificados no extrato aquoso da
erva através do uso da CG/DIC e CG/EM. Na Figura 3, é mostrado um perfil cromatografico
de alguns compostos volateis identificados no cha de horteld pimenta. Entre os compostos,
alguns hidrocarbonetos, terpenos, acidos, alcoois e cetonas foram detectados pela primeira
vez no extrato de horteld pimenta. A maioria dos compostos volateis foram representados por
terpenos (45% do total), seguidos por hidrocarbonetos aciclicos (26%) e acidos carboxilicos
(13%). A fracdo volatil também apresentou baixa concentracdo de cetonas (6%), alcoois

alifaticos (7%) e cumarina (3%).
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Tabela 4. Compostos volateis do cha de hortela pimenta. Valores expressos em pg Kg—1

Compostos IR Al A2 A3 Ad A5 A6 Média £ SD*
Eucaliptol? 1188 264.4 326.5 266.5 312.2 206.7 273.7 275.0+42.1
Dodecano®? 1235 38 36 37 42 37 39 3.8+0.2
Acetoina®® 1276 765 483 648 512 502 512 57.0+11.2
Acetol?P 1293 519 441 581 462 485 515 500+5.0
Tridecano?®? 1306 tr tr tr tr tr tr tr
Tetradecano®? 1384 35 46 41 53 30 43 41+0.8
Acido acético? 1401 87.1 409 545 422 725 635 60.1+18.0
2-Etil-1-hexanol®® 1474 47 47 51 30 43 47 44 +0.7
Pentadecano®? 1493 37 78 31 59 55 47 51+1.7
Linalol? 1581 278.8 2115 244.8 3549 4783 2984 311.1+0953
Hexadecano®” 1586 43 60 37 34 32 40 41+1.0
Mentol? 1618 314.4 296.5 3154 2909 313.0 281.7 302.0+14.3
Citral®? 1631 484.0 2257 2852 399.6 355.3 327.4 346.2+90.0
o-cimenol® 1650 288.4 426.4 236.2 391.7 258.2 319.6 320.1+75.2
o-terpineol? 1676 373.8 361.4 358.7 241.4 546.3 355.6 373.0+98.0
Heptadecano?® 1687 59 74 87 38 55 70 6.4+1.7
Acetatode 1000 a951 3843 3337 3715 370.3 3839 373.1+214
dihidrocarveol®
Octadecano®? 1784 51 48 47 43 49 A8 48+0.3
Carvona® 1825 396.3 356.7 3709 386.2 3949 386.8 382.0+15.3
Geraniol®P 1827  tr tr tr tr tr tr tr
P-cimen-8-ol° 1828 tr tr tr tr tr tr tr
Ascaridol® 1848  tr tr tr tr tr tr tr
Alcool benzilico? 1856 69 29 58 56 66 46 54+15
Nonadecano®P 1880 7 38 69 55 45 A7 54+1.3
Acido octandico®® 2003 74.2 718 428 558 435 546 57.1+135
Espatulenol® 2093 3425 308.2 342.8 320.6 332.7 3275 329.0+13.3
Oxido de o- 2102 309.6 3215 316.6 341.1 366.2 320.0 329.2+21.0
bisabololBPC
Acido nonanéico®® 2144 572 687 429 702 587 508 581+104
Dihidroactinidiolida® 2316 442.9 325.2 280.7 231.8 247.8 228.7 293.0+82.0
Coumarina? 2429 368 371 411 392 377 367 381+17
Acido dodecantico®® 2461 545 815 463 495 80.7 728 64.2 + 16

aCompostos definitivamente identificados: via CG/EM + padrio; "Compostos identificados pela primeira vez na
horteld pimenta; “Compostos com valores estimados, obtidos através do uso do mentol como padréo; IR = indice
de retencdo; tr = tracos; A = amostra; SD = Desvio padrdo *Meédia das seis diferentes amostras de cha de

horteld pimenta

26



Figura 3. Perfil cromatografico de uma amostra de cha e de alguns padrdes utilizados

' & 1- dodecano !- B 1- eucaliptol
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A — Padrdes de hidrocarbonetos identificados nas amostras, utilizados na analise do indice de retencéo (IR);
B — Alguns padrdes usados para a identificagdo definitiva dos compostos volateis nas amostras de chg;

C — Perfil cromatografico do extrato aquoso da Al.

Os terpenos se apresentaram em menor diversidade (14 compostos) quando
comparados com os do Oleo essencial (cerca de 70 compostos) (BENN, 1998; NAF;
VELLUZ, 1998; GUNTERT et al., 2001; ORAV; KANN, 2001). Nenhum derivado do
mentol foi identificado. Ja é bem conhecido que o uso de folhas velhas é caracteristico da
presenca de mentol e menor proporcdo de seus derivados (ROHLOFF et al., 2005). Dessa
forma, a menor concentracdo dos seus derivados aliada a baixa eficiéncia de extracdo de
terpenos em meio aquoso, e também o fato de ter sido usada uma condicdo de extracdo nédo
exaustiva, pode ter contribuido para ndo deteccdo de derivados do mentol. A concentracdo
estimada de cada composto identificado no extrato aquoso de horteld pimenta esta
apresentada na Tabela 4. Os valores médios dos acidos carboxilicos de cadeia curta e média
(C2 — C12) e cetonas variaram de 50 ug Kga 64 pg Kg*, enquanto os alcoois alifaticos e os
hidrocarbonetos aciclicos apresentaram valores médios abaixo de 6 pg Kg™. A cumarina foi

previamente detectada no Oleo essencial de horteld pimenta (NAF; VELLUZ, 1998). O
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presente estudo também detectou esse composto no extrato aquoso (38 pg Kg™?). Os terpenos
ficaram na faixa de 275 — 382 pg Kg*, correspondendo a 89% do total. Esses resultados
estdo, em parte, de acordo com os encontrados no 6leo essencial, 0 qual contém mais de 98%
do volume representado por terpenos (GUNTERT et al., 2001). Considerando o presente
trabalho, pode-se dizer que os perfis qualitativo e quantitativo dos compostos volateis do
extrato aquoso sdo representados por terpenos oxigenados. A identificacdo por tentativa do
composto tetrahidro-4, 4, 7a-trimetil-2(4H)-benzofuranona, também chamado de
dihidroactinidiolida, esta de acordo com outro estudo que identificou esse mesmo composto
na matriz (KA et al., 2005). A anélise olfatométrica dos extratos permitiu a identificacdo de 9
compostos durante a analise por CG/O, como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Compostos volateis do cha de hortela pimenta detectados através da CG/O.

Compostos Impressao odorifera Tempo

Eucaliptol doce, cha, erva 8:04 —8:13
Linalol doce, flor, cha 24:20 — 24:37
Mentol pasta dental, menta, picante 26:30 — 26:43
Acetato de dihidrocarveol erva, hortela, menta 30:26 — 30:56
Alcool benzilico doce, mel 35:37 — 35:50
Carvona horteld, erva 34:00 — 34:33
Espatulenol erva, cha 43:42 — 43:55
Oxido de bisabolol B mato, erva, hortela 44:31 — 44:53
Cumarina erva, cha 55:26 — 56:18

Apo6s a diluicdo sucessiva dos extratos, pela técnica de ADEA, apenas o mentol foi
identificado em todas as dilui¢bes, inclusive sendo percebido no extrato diluido em até 16
vezes. Outros compostos, descritos na Tabela 5, também foram percebidos durante a
aplicacdo do AEDA, porém os resultados foram conflitantes e, por isso, optou-se por ndo
considera-los. Em suma, as diferencas qualitativas e quantitativas entre os dados apresentados
no trabalho e os da literatura podem ser atribuidas, ndo somente pelas variacoes
edafoclimaticas sobre o metabolismo da horteld pimenta, mas também pelas diferentes
técnicas empregadas, particularmente o uso de técnicas diferentes de extracdo/pré-
concentracdo. Isso poderia justificar a grande quantidade de terpenos oxigenados encontrados
e a presenca de hidrocarbonetos aciclicos, acidos carboxilicos, cetonas e alcoois alifaticos.
Além disso, alguns compostos como dodecano, acetoina, acetol, citral, geraniol e o acido
octandico foram identificados pela primeira vez na horteld pimenta. A acetoina, o acetol, o

citral e o geraniol j& foram descritos como compostos volateis de impacto odorifero para

28



diversas plantas (KAWAKAMI et al., 1995; WU et al., 2011). A fracdo de terpenos foi a
majoritaria no extrato aquoso, embora seu perfil qualitativo e quantitativo tenha sido menor
quando comparado com o 6leo essencial. Por conta disso, pode ser que as propriedades
quimicas do oOleo essencial de horteld pimenta ndo sejam totalmente reproduzidas com o uso

do cha caseiro.

6. CONCLUSAO

O emprego da extracdo ndo exaustiva seguido da técnica de cromatografia de adsorcéo
permitiu a identificacdo de 31 compostos na matriz, sendo que 16 compostos volateis foram
identificados pela primeira vez no extrato aquoso da erva. A partir da analise olfatométrica foi
possivel detectar 9 compostos de odor no extrato aquoso de hortela pimenta. No entanto,
apenas o mentol foi detectado no extrato apo6s diluicdo de 16 vezes, sendo considerado o
composto de impacto odorifero para o cha. Apesar da fracdo de terpenos ter sido a majoritaria
no extrato, seu perfil quantitativo e qualitativo foi menor quando comparado com o do éleo
essencial. Por isso, € possivel que as propriedades quimicas do 6leo essencial ndo sejam

idénticas as do ché caseiro.
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PARTE II. ANALISE REVISADA DO RISCO DE CONTAMINACAO DA CACHACA
POR CARBAMATO DE ETILA E HIDROCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS

7. INTRODUCAO

A aguardente de cana é uma bebida fermento-destilada originaria da cana de acgucar
com graduacdo alcoodlica entre 38 e 54% (v/v); ja o termo cachaga somente deve ser utilizado
se essa bebida for produzida no Brasil e possuir graduacdo alcodlica entre 38 e 48% (v/v)
(BRASIL, 2005a). O Estado de Sao Paulo é o maior produtor de cachaca industrial, enquanto
0 Estado de Minas Gerais um importante produtor de cachaca artesanal. A cachaca é a
segunda bebida mais consumida no pais, pois possui um aroma peculiar e bem apreciado. Em
2011, cerca de 9,8 milhdes de litros de cachacga foram exportados para os continentes Europeu
e Americano (BRASIL, 2012). Devido a grande comercializacdo interna da bebida e ao
grande cenério de exportacdo atual, faz-se necessario o estabelecimento de parametros para a
padronizacdo da cadeia tecnoldgica da cachaca, visando a qualidade da bebida. Nesse
contexto, a deteccdo e o controle de contaminantes potencialmente mutagénicos e
carcinogénicos, como a uretana (carbamato de etila, CE) e os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) é considerado um indice importante de qualidade, uma vez que esses
compostos representam um risco a saude publica (IARC, 2010a, b). A legislacdo brasileira
atual determina um valor maximo de 150 pg I* de CE para a cachaga (BRASIL, 2005a). Esse
valor é igual ao recomendado para as bebidas destiladas em paises como Canada, Estados
Unidos, Republica Tcheca e Franca (EFSA, 2007). No entanto, ainda ndo foram determinados
valores maximos de HPAs para as bebidas fermento-destiladas no Brasil, nem no exterior. O
comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizacdo Mundial da Salde e da
Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo indicaram 13 HPAs como
genotoxicos e carcinogénicos (benzo(a)antraceno, BaA; benzo(b)fluoranteno, BbF;
benzo(j)fluoranteno, BjF; benzo(k)fluoranteno, BkF; benzo(a)pireno, BaP; criseno, CR;
dibenzo(a,h)antraceno, DBahA; dibenzo(a,e)pireno, DBaeP; dibenzo(a,h)pireno, DBahP;
dibenzo(a,i)pireno, DBaiP; dibenzo(a,l)pireno, DBalP; indeno(1,2,3-c,d)pireno, IP; e 5-
metilcriseno, MCR). Em 2002, o Comité Cientifico para Alimentacdo Humana (CCAH)
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sugeriu que o BaP fosse o marcador da presenca e dos efeitos cancerigenos dos HPAs nos
alimentos e apontou a necessidade de novas analises para reavaliar essa proposicao
(EUROPA, 2008). O comité estimou um consumo didrio maximo desses compostos que
variou entre 6 a 8 ng Kg, considerando individuos de 70 Kg. A Comissdo Europeia, por
outro lado, estabeleceu limites maximos de BaP em alimentos como 6leos, gorduras, carnes
curadas, alimentos a base de cereais e crustaceos que variou de 1 a 10 pug g* (EUROPA,
2006). Em 2008, Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA) concluiu que
0 BaP isoladamente ndo seria um marcador adequado, e indicou a inclusdo de mais 3
compostos (BaA, BbF e CR) para indicar a contaminacdo dos alimentos por HPAs,
totalizando 4 contaminantes (EFSA, 2008). Com base nas conclusdes da AESA, a Comissao
Europeia substituiu o Regulamento nimero 1881/2006 pelo Regulamento nimero 835/2011
que reduziu os teores de BaP nos alimentos (1 a 6 g kg-1) e incluiu os teores maximos
relativos a soma dos 4 contaminantes que variaram de 1 pg kgt (produtos alimenticios
destinados a lactentes e criancas) a 35 pg kg-1 (gréos de cacau e seus produtos derivados e
moluscos bivalves defumados) (EUROPA, 2011). No Brasil, a legislacdo determina teores
méaximos de BaP de 0,7 pug L-1 para agua envasada, e 0,03 pug Kg-1 para alimentos
aromatizados com sabor de fumaca (BRASIL, 2005b; BRASIL, 2007a). No entanto, ainda
ndo h& um consenso internacional com relacdo aos limites de HPAs para os alimentos e
bebidas (EFSA, 2008). Dessa forma, diferentes estudos foram conduzidos para avaliar o perfil
quantitativo e qualitativo dos HPAs e do CE na cachaca e na aguardente de cana, ja que existe
uma preocupacdo em atender as exigéncias nacionais e internacionais no que diz respeito a

qualidade do produto.
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8. OBJETIVOS

8.1. OBJETIVO GERAL

Revisar a presenca de CE e HPAs nessas bebidas, as vias para a formagdo desses

contaminantes e as técnicas para o seu controle.

8.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a formacdo, os métodos de analise para carbamato de etila;

e Estudar a formacdo, os métodos de analise para HPA.

9. METODOS DE ANALISE

A principal e mais rapida técnica utilizada para detectar CE em bebidas alcodlicas é a CG-
EM com monitoramento seletivo de ions (SIM) (LAU; WEBER; PAGE, 1987; ZIMMERLI,
SCHLATTER, 1991). Além do detector de massas, outros tipos ja foram utilizados, como o
detector seletivo para nitrogénio/fésforo, o eletrolitico de condutividade de Hall™, o de
infravermelho com transformada de Fourier (GC-FTIR), e por luminescéncia. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-DF) foi
proposta como método alternativo para andlise do CE, apresentando resultados similares aos
obtidos por CG/EM (HERBERT et al., 2002; MACHADO et al., 2013). Nesse método,
porém, é necessario que se realize a derivatizacdo do CE da amostra com o 9-xantadiol, em
meio &cido, para formagdo do seu éster fluorescente detectavel (carbamato de etil xantila),
aumentando o tempo e o custo da analise (HERBERT et al., 2002; MADRERA; VALLES,
2009). Lachemeier, Frank e Kuballa (2005) propuseram a aplicagdo da CG com detector de
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massas em tandem (CG-EM-EM) com monitoramento de reacdo mdaltipla (MRM), apds a
extracdo da amostra com uma coluna Extrelut® (terra diatomécea) para o isolamento do CE e
eliminacdo de interferentes da matriz. Esse método permitiu a obtencdo de picos
cromatograficos com menor interferéncia, quando comparados com os obtidos pela técnica de
CG-EMI/SIM. A extragdo por Extrelut® se mostrou mais eficiente do que outros métodos de
extracdo em fase solida (EFS) (LACHEMEIER et al., 2009). De acordo com os autores, a
técnica de microextracdo em fase solida (SPME) apresentou menor rendimento de extracéo,
em bebidas alcodlicas com mais de 40% de alcool etilico, causado pela ligacdo competitiva
entre o etanol e o analito, no revestimento das fibras do SPME. Além disso, também foi
observado que houve uma diminuigéo da extracdo do CE, em solugfes aquosas contendo mais
de 20% de etanol (LACHENMEIER; NERLICH; KUBALLA, 2006). Acredita-se que isso é
devido a formacdo de micelas ricas em etanol que envolvem o analito, prejudicando sua
adsorcdo a fase (LACHENMEIER et al., 2006).

As técnicas mais utilizadas para a determinacédo dos HPAs em alimentos e bebidas séo
a CLAE-DF ou ultravioleta visivel CLAE-UV e a CG-EM (FALCON; GRANDE;
GANDARA, 2005; PURCARO; MORET; CONTE, 2013). A CLAE-DF ¢ conhecida por
apresentar maior seletividade, menor limite de detecgdo e por ndo necessitar do uso de
padronizacdo interna, e nem de clarificagdo da amostra, quando comparada com as outra
técnicas (cromatografia em camada delgada, CG-EM e CG-FTIR) (FALCON et al., 2005;
GALINARO; CARDOSO; FRANCO, 2007; TITATO; LANCAS, 2005). Geralmente, a
extracdo dos HPAs ¢ feita através da EFS e da extracdo liquido-liquido (ELL), utilizando
diferentes tipos de solvente (metanol, ciclohexano, 2-propanol, dimetilformamida e
acetonitrila) para a solubilizacdo de compostos de alta massa molecular (MM). Apés a ELL, a
amostra é clarificada utilizando adsorventes a base de silica, com objetivo de eliminar os
interferentes da matriz. Apesar da EFS e da ELL apresentarem valores similares de
recuperacdo, na aguardente de cana, foi sugerido que a EFS, por ter menos etapas que a ELL
durante o procedimento de extraco, apresentaria resultados com melhor precisdo (FALCO et
al., 2005). Em outro estudo, Caruso e Alaburda (2009) obtiveram resultados similares quando
compararam a EFS com a ELL por particdo com ciclohexano e dimetilformamida/agua.
Todos os métodos avaliados foram eficientes, porém, novamente, a EFS apresentou melhores
resultados (recuperacdo do composto variou de 82,9% a 97% e o coeficiente de variacdo foi
de 0,5% a 4,9%), melhor manipulagdo, foi mais rapida e mais econébmica (menor uso de

solvente que a ELL). Em contrapartida, na EFS, pode ocorrer a adsor¢cdo dos HPAs nos
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cartuchos utilizados, reproduzindo valores subestimados. Esse problema pode ser evitado
através da adicdo de acetonitrila, a qual aumentara a solubilidade dos contaminantes na
amostra (FALCON et al., 2005). Além disso, a acetonitrila aumenta a dessorcdo dos HPAs

através da aplicacdo de pequenas aliquotas do solvente (GALINARO et al., 2007).

10. CARBAMATO DE ETILA

10.1. OCORRENCIA E EXPOSICAO

O CE é um éster do &cido carbamico de férmula molecular CsH7NO.. Nos dltimos anos,
consideravel atencdo foi dada ao CE, devido a suspeita desse composto ser um carcindégeno
que pode ser encontrado em alimentos fermentados e bebidas destiladas. Esse contaminante
foi considerado genotoxico e foi incluido no grupo 2A da IARC como provavel carcindgeno
humano (IARC, 2010a). O CE é geralmente encontrado em quantidades traco em alimentos e
bebidas fermentadas e em concentragdes acima de 0,1 pg L' em bebidas destiladas
provenientes de plantas cianogénicas, como a mandioca (Manihot esculenta Crantz) e a cana
de acUcar (Saccharum officinarum L.) (LACHENMEIER et al., 2010), e frutas com caroco
(LACHENMEIER et a., 2005b). Um estudo pioneiro de meta-analise avaliou o risco no qual
0s consumidores de cachaga brasileiros sdo sujeitos, baseados no modelo da margem de
exposicdo (MOE), estabelecido pelo JECFA e pela EFSA (LACHENMEIER et al., 2010). Em
geral, a MOE maior ou igual a 10000 tem sido considerada de baixa prioridade para as acdes
de gerenciamento de risco (EFSA, 2005). A MOE para a populagdo brasileira se apresentou
inferior a 10000 e variou entre 4294 e 5058. As pessoas que consomem muita cachaca, em
média quatro quartinhos (um quartinho equivale a 170 mL) por dia, conseguiram chegar a
uma MOE de 59. Até mesmo os consumidores moderados que bebem uma Unica dose ao dia
atingiram uma MOE de 800. Ao comparar a populacédo brasileira com a europeia, com relagéo
ao consumo da bebida e o risco associado, 0s autores observaram que 0s consumidores
brasileiros estdo mais em risco do que 0s europeus, 0s quais apresentaram MOE de 5450 a
9090 (LACHENMEIER et al., 2010).
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10.2. FORMACAO

As vias provaveis de formacdo do CE em bebidas alcoodlicas estdo relacionadas com a
reacdo entre o etanol e precursores nitrogenados, como a uréia, o fosfato de carbamila
(bebidas fermentadas) e o cianeto (bebidas destiladas) (OUGH; CROWELL; GUTLOVE,
1988a; STEVENS; OUGH, 1993; FARAH-NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2003). Em
um estudo prévio, foi proposto que a formacdo de CE em vinhos ocorreu pela reacdo da
amonia, presente na bebida, com um aditivo utilizado no controle microbiolégico, o carbonato
de dietila (LOFROTH; GEJVALL, 1971). Além dessas, outras vias de formacdo do
contaminante também foram sugeridas. Vale ressaltar que a predominancia de um tipo de
reacdo ou outro depende do precursor presente na matéria prima. Estudos posteriores
correlacionaram a formacdo do CE com a alta concentracdo de uréia no vinho, devido a
presenca de arginina (principal aminoacido) no suco de uva, a qual é metabolizada a uréia
durante a fermentacdo (OUGH, CROWELL; MOONEY, 1988). Foi sugerido que a formagéo
do CE durante o armazenamento da cachaca ocorre gradualmente, através da reacao entre
etanol e uréia (COOK et al., 1990). Andrade-Sobrinho et al. (2009) verificaram que a ureia
estava na ordem de magnitude de pg L™ nas amostras de cachaca, a qual permaneceu na
mesma concentracdo durante longos periodos de armazenamento. Dessa forma, se houvesse
de fato reacdo entre uréia e etanol, ela seria muito lenta. A biossintese de fosfato de carbamila
pela levedura Saccharomyces cerevisiae também esta associada com a presenca de CE na
bebida, o qual é formado pela reacdo entre fosfato de carbamila e etanol (INGLEDEW;
MAGNUS; PATTERSON, 1987). Bactérias &cido-laticas também metabolizam arginina e
formam citrulina. Esse ultimo aminoacido ndo-proteico pode reagir com o etanol e contribuir
para a formacdo do CE (FDA, 2011). Além disso, a maioria dos fertilizantes que séo
utilizados na agricultura contém nitrogénio, podendo, portanto, aumentar a concentracdo de
uréia nas bebidas (FDA, 2011). A producdo de CE durante a fermentagdo do suco de cana de
acucar pode ocorrer da mesma forma que no vinho. No entanto, o CE que foi formado nesse
processo, fica concentrado no vinhoto. Isso ocorre porque o ponto de ebulicdo do CE é maior
(182 — 185°C) do que as temperaturas geralmente utilizadas no processo de destilacdo
(ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001). OQutras vias de formacdo do CE nas bebidas
destiladas foram propostas, como: reacdo de proteinas com etanol, catalisada por ion cobre, e

liberacdo de acido cianico proveniente da decomposicdo térmica da uréia presente no mosto
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(RIFFIKIN; WILSON; BRINGHURST, 1989; ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).
Nenhum experimento até momento tem validado essas hipdteses. Em contrapartida, o cianato
(NCO") e sua forma tautomeérica, o isocianato (OCN™), parecem ser 0s principais precursores
responsaveis pela formacdo do CE na cachaca (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).
Esses precursores sdo formados a partir de reagdes enzimaticas e da clivagem térmica dos
glicosideos cianogénicos, como a epiheterodendrina na cevada (Hordeum vulgare) e a
amigdalina em frutas com caroco (BATTAGLIA; CONACHER; PAGE, 1990; COOK et al.,
1990). A cana de acucar € classificada como planta cianogénica, porém a identidade quimica
da fonte de cianeto ainda é desconhecida (GALINARO; FRANCO, 2011). Foram propostas
duas vias de formacdo do CE a partir do cianeto: a primeira através da complexacdo do
cianeto com o ion cobre (Cu*?), sequido pela sua oxidac&o, formando um cianogénio (CN)2, e
a segunda pela autoxidacdo de compostos insaturados, submetidos a luz UV, contribuindo
para a formacgdo de radicais livres, os quais catalisam a oxidacdo do cianeto a cianato
(BEATTIE; POLYBLANK, 1995; ARESTA; BOSCOLO; FRANCO,2001). A primeira via
proposta para a formagdo do CE é baseada na complexagéo do cianeto com o Cu*?, sequido da
oxidacdo do complexo, formando cianogénio com subsequente desproporcionamento,
produzindo cianato, conforme as reagdes descritas abaixo (BEATTIE; POLYBLANK, 1995):

2Cu** 4 4CN™ — 2Cu(CN), (1)
2Cu{CN), — 2CuCN + Ny {2)
(,N, +20H — NCO™ +CN- +H,0 3)

Os ions CNO™ podem reagir com o etanol produzindo o CE, conforme a reacdo abaixo:

NCO™ + EtOH — EtOCONH, (4)

A segunda via proposta para a formacdo do CE esta relacionada com a autoxidacdo dos
compostos insaturados presentes na bebida, sobre influéncia da luz UV. Nesse processo, 0s
radicais livres (ex. peroxil ou hidroxil) seriam formados, e estes catalisariam a oxidacdo do
cianeto a cianato, de acordo com o esquema abaixo (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO,

2001): etapas de iniciagdo, propagacao e autoxidagdo, como seguem:

36



—CHyCH=CH— - 03 — —.CHCH=CH— + HOO. (5)
CHCH=CH— + 0, — —(.00)CHCH=CH— (6)

—(.00)CHCH=CH— + —CH,CH=CH—
— —(HOO)CHCH=CH— + .CHCH=CH— (7)

—(HOO)CHCH=CH— — —(.0)CHCH=CH— - .OH (8)

Hipdtese de formacéo do CE:

HC=N +.0H — —.C=N + H,0 (9)
HC=N + HOO. — —.C=N + HOOH (10)
HOOH — 2HO. {11)
—.C=N +.0H — HOC=N «~ 0=C=NH (12)
O=C=NH - EtOH — EtOCONH, (13)

No mesmo estudo, utilizaram uma solucdo etanol:dgua (30:70, v/v) adicionada de cianeto e
ions cobre na presenca de atmosfera de oxigénio, nitrogénio e didxido de carbono. Eles
observaram que a oxidagdo do cianeto a cianato parece ser independente do oxigénio
dissolvido. O oxigénio estaria envolvido somente na oxidacdio do Cu*' a Cu*?, e
posteriormente esse ion favoreceria a oxidagdo do cianeto a cianato (ARESTA; BOSCOLO;
FRANCO, 2001). A partir dessa anélise, os autores indicaram que a formacéo do cianato seria

mais favorecida pela reacdo 14 do que pela reacdo 15, conforme mostrado abaixo:

CN™ 4 20H™ +2Cu*2 — CNO~ 4 2Cu*! 4-H,0 (14)

CN™ +1/20; — CNO~ (15)

Além disso, eles também avaliaram o potencial catalitico do Cu*? na conversdo do
cianato a CE na presenca de etanol. A formacéo do CE foi claramente dependente da presenca
do metal de transicdo. Isso foi confirmado, quando o KCN, em solucdo de etanol:agua, foi
convertido a KOCN e, posteriormente, a CE na presenca de Cu*?. Essa reagdo ndo ocorreu na
auséncia do metal de transicdo. O complexo de coordenacdo entre o cianato e o ion cuprico
ocorre atraves da ligacdo do atomo de nitrogénio, formando uma estrutura binuclear. Nesse

caso, 0 atomo de carbono tende a ser mais eletropositivo, favorecendo o ataque nucleofilico
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do oxigénio pelo etanol (etandlise). Esse mesmo efeito foi observado com o Fe*®, indicando
que a ligagéo do cianato com um metal de transicdo desempenha um papel importante na sua
ativacdo e suscetibilidade ao ataque nucleofilico. A partir desses dados, a via mais provavel
para a formacéo do CE foi indicada como segue (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO,2001):

Cu(CNO), + 2H,0 — Cu(0OOCNHz), (16)
Cu(OOCNH,), + 2EtOH — 2EtOCONH, + Cu(OH), (17)
Cu(OOCNH,), + 2H,0 — Cu(OH), + 2C0; + 2NHs (18)

O aquecimento prolongado da solucdo etanol:agua favorece a formacdo de uma
mistura de carbonato e hidréxido de cobre que sdo catalisadores ineficientes na formacéo do
CE. Isso explicaria porque o potencial catalitico do ion cobre, in vitro, diminui com o tempo.
A formacao do carbonato e hidroxido de cobre foi observada através da analise elementar e da
espectroscopia de infravermelho (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001). Entretanto, a
concentracdo de ion cobre se apresentou na ordem de miligramas, enquanto que a de ion
cianeto esteve, quando detectado, no teor maximo de 15 pg L. Portanto, mesmo que uma
grande parcela do ion cobre fosse desativada, via formacgéo de carbonato e hidréxido de cobre,
isso ndo seria um fator limitante na formacdo do CE. Aresta, Boscolo e Franco (2001), por
outro lado, também avaliaram os teores de uréia e de CE nas cachacas comercializadas, porém
ndo encontraram relacdo entre a presenca do composto e a formagcdo do contaminante.
Embora houvesse reacdo entre a uréia e o etanol, ela pouco contribuiria para o0 aumento de CE
na cachaca, pois a concentracdo de uréia na bebida é geralmente muito baixa. A presenca de
uréia na bebida pode ser devido a contaminacdo ou praticas inadequadas durante o processo
de destilagdo, muito provavelmente pelo arraste da uréia (ndo volatil) remanescente no caldo
durante a destilacdo (POLASTRO et al.,, 2001). Todos os estudos acima sugerem que a
catalise do cianeto é a principal fonte de CE. Certamente 0s ions cobre desempenham um

papel crucial na formacdo do contaminante.
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Figura 4. Estrutura do carbamato de etila
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10.3. RESULTADOS

A Tabela 6 apresenta a quantidade média de CE presente em cachacas e aguardentes
da cana de acUcar sob diferentes condi¢bes de destilacdo. Na prética, as distintas condi¢des
resultam em grande variabilidade da quantidade de CE, um reflexo da falta de padronizagédo
na cadeia produtiva. Valores mais baixos foram observados quando a destilacdo descontinua
(alambique/ producao artesanal) foi utilizada ao invés do método continuo (destilacdo em
coluna/industrial). O destilado do alambique é geralmente separado em trés fragGes de mesmo
volume (cabeca/primeira, coragdo/segunda e cauda/terceira), enquanto o destilador industrial
produz um Unico destilado. As fragcdes cabeca e cauda contém maior quantidade de CE que o
coracdo. Em estudo anterior, Andrade-Sobrinho et al. (2009) sugeriram que a menor
guantidade de CE em destilados de alambique é decorrente do uso do coracdo para a bebida.
Isso foi confirmado por Baffa-Junior et al. (2011), que avaliaram a concentracdo de CE em
diferentes estagios da producédo da cachaca. As fracdes da cabega, rica em compostos de baixo
ponto de ebulicdo, como o acetato de etila e 0 metanol, apresentaram a maior concentracao do
contaminante (59700 pug L) e foram consideradas improprias para consumo. Essa fragéo do
destilado possui a maior quantidade de alcool (60 — 65%, v/v) e o CE é cerca de 10 vezes
mais solUvel em etanol que em &gua, o que explicaria 0s maiores niveis de contaminante
nessa fracdo. Adicionalmente, foi encontrada na cabeca a maior abundancia de cianetos
(CHRISTOPH; SCHMITT; HILDENBRAND, 1987; GUERAIN; LEBLOND, 1992).
Posteriormente, foi sugerido que a explicacdo mais plausivel para a alta concentragdo do CE
na fracdo cabeca seria pela reacdo dos cianetos com o etanol, ao invés da hipdtese da
solubilidade (NOBREGA et al., 2009). A fraco coracdo contém cerca de 40% (v/v) de etanol
e tem apresentado concentracdes de CE abaixo de 150 pg L. Ja a fracdo cauda do destilado
com aproximadamente 35% de etanol (v/v), apresentou valores médios de 53100 pg L%,
provavelmente devido a altas temperaturas de destilagdo, no final do processo, que poderia
causar o acumulo de CE na fase de vapor (BAFFA-JUNIOR et al., 2011). O mesmo estudo
também determinou o conteudo de cobre tanto no suco de cana de agucar, quanto nas fracGes
do destilado. Foram encontrados valores médios de cobre de 0,055 mg L no suco de cana de
acucar, de 8,76 mg L™* na fracdo cabeca, 3,14 mg L na fragdo coragdo e 5,18 mg L ! na
fragéo cauda, indicando que o cobre poderia estar atuando como catalisador para a formagéo

do CE. Cerca de 30% dos destilados produzidos em alambique apresentaram valores de CE
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acima do permitido pela legislagdo (150 pg L) (Tabela 6). Nesse caso, é possivel que o
processo de destilacdo tenha sido executado sobre condic¢des controladas incorretamente. A
presenca de aromas desagradaveis também ajuda a tornar a bebida impropria para consumo. A
fracdo coracdo contém compostos secundarios, como ésteres, alcoois e acidos que contribuem
para 0 aroma caracteristico da cachaca (NETTO; MOREIRA; DE MARIA, 2003). Assim
sendo, é importante obter um destilado da fracdo coracdo que possua tanto uma baixa

quantidade de CE quanto importantes componentes do aroma.
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Tabela 6. Concentracdo de CE em cachaca e outras aguardentes de cana brasileiras.

Cachaca e outras aguardentes de cana destiladas no sistema artesanal

Ne d-(le-sl'i[)i(l)aggo Sistema de aquecimento Sistema de resfriamento Tipo de material V?:Ig (r:;dng)de Ref.
17* simples vapor/fogo direto - alambique de cobre 145 1
8* simples vapor/fogo direto deflegmador tubular alambique de cobre 71 1
5* simples vapor/fogo direto capelo alambique de cobre 237 1
1* simples - - alambique de ago inoxidavel 11 1
1* dupla - - - 17 1
3 dupla - - - 298 2
1 simples - - alambique de cobre 187 3
1 dupla - sem resfriamento alambique de cobre 14 3
1 dupla - capelo alambique de cobre 8 3
1 dupla - deflegmador tubular alambique de cobre 7 3
1 dupla - - alambiqgue de cobre + retificador 4 3
6* - vapor/fogo direto sem resfriamento alambique de cobre 335 2
2* - vapor/fogo direto capelo alambique de cobre 95 2
3* - vapor deflegmador tubular alambique de cobre 63 2
16* - - - - 30 4
20* - - - - 55 4
16* - - - - 645 4
13* - - - - 64 5
. . . caldeira de cobre, coluna e tubo
2* simples vapor/fogo direto sem resfriamento/capelo condensador de aco inoxidavel <10 5
1* simples fogo direto deflegmador tubular caldeira de cobre, coluna e tubo <10 5
condensador de ago inoxidavel
1* simples fogo direto deflegmador tubular + PB alambique de cobre <40 5
1* - - - alambique de cobre 204 6
34 - - - 630 7
3 - - - alambique de cobre 142 8
33* - - - - 60 9
275* - - - - 380 9
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Tabela 6. Continuacéo

Cachaca e outras aguardentes de cana destiladas no sistema continuo (industrial)

Amostras Tipo de destilacdo S'Stema de Sistema de resfriamento Tipo de material Valor med'?l de Ref.
aguecimento CE (ug L™
69* - - - - 930 7
3 - - - coluna de aco inoxidavel 527 8
33* - - - - 300 9
101* - - - - 490 9
10* - vapor - - 320 1
20 - - - - 257 5
1* - - - - 423 6
Sistema de destilagdo ndo identificado

22* - - - - 1206 10
71 - - - - 893 11
12 - - - - <150 12

Referéncias (Ref.): 1) Bruno et al. (2007); 2) Nébrega et al. (2009); 3) Alcarde et al. (2012b); 4) Barcelos et al. (2007); 5) Ndbrega et al. (2011); 6) Galinaro & Franco
(2011); 7) Andrade-Sobrinho et al. (2002); 8) Andrade-Sobrinho et al. (2009); 9) Lachenmeier et al. (2010); 10) Baffa-Junior et al. (2007); 11) Labanca et al. (2008);

12) Zacaroni et al. (2011). Ne: nimero de amostras; PB: Pratos borbulhadores. *Amostras de cachaga.
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Além da separacdo das fracGes do destilado, outros pardmetros tecnoldgicos, como o
tipo de destilacdo (continua ou descontinua), o material utilizado (cobre, ago inoxidavel) e os
tipos de dispositivos acoplados (deflegmador, pratos borbulhadores), também sdo muito
importantes para manter a concentracdo de CE baixa. Bebidas bidestiladas tendem a ter menor
quantidade do contaminante, devido a sua baixa volatilidade, mas apresentam, também,
menor contetido de etanol e de outros compostos secundarios associados ao aroma (RIFFKIN
et al., 1989). Foi observada a mesma tendéncia para as cachacas redestiladas (FARAH-
NAGATO et al., 2000; BRUNO; VAITSMAN; KUNIGAMI, 2007; GALINARO; FRANCO,
2011). Em estudo recente, Alcarde, Souza e Bortoletto, (2012a, b) obtiveram uma reducéo do
CE superior a 90% nesse tipo de bebida. No entanto, Nébrega et al. (2009) verificaram que
cerca de 70% das amostras redestiladas apresentaram valores do contaminante superiores a
150 pg Lt Eles ndo observaram diferencas entre os produtos que foram submetidos a
destilacdo simples ou dupla. Os componentes do alambique podem ser feitos de aco
inoxidavel, cobre ou dos dois materiais, tanto na parte ascendente, quanto na descendente. A
parte ascendente é composta por uma caldeira e por uma coluna, enquanto que a descendente
contém um tubo condensador e um tanque, como mostrado nas Figuras 1 e 2. Os destiladores
do sistema de destilacdo continuo, geralmente utilizados na industria, sdo feitos de aco
inoxidavel, pois sofrem menos corrosdao. Em alguns casos, a parte descendente desse
destilador pode ser feita de cobre para remover moléculas produtoras de aroma desagradavel,
como o sulfeto de dimetila. Nesse caso, o cobre atua catalisando a conversdo do sulfeto de
dimetila ao sulfato que ndo possui cheiro (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2009). Baixas concentracbes de CE sdo geralmente encontradas em
cachacgas produzidas em alambiques de cobre (Tabela 6). Isso ocorre devido a formacao de
complexos ndo volateis, como CUCN, Cu(CN)z, Cuz(CN)~3, Cus(CN)™ formados através da
interacdo do cianeto com o cobre (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2002). Em contrapartida, as bebidas destiladas em alambiques com
condensadores de cobre sdo mais suscetiveis a contaminagdo. Nesse caso, 0s vapores acidos
da destilacdo podem promover a corrosdo do cobre, fazendo com que ocorra a migracdo do
metal para a bebida, favorecendo a formagcdo do CE (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO,
2001). Em 2007, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria proibiu o uso de cobre em
materiais que entram em contato direto com alimentos (BRASIL, 2007b). Tanto as condi¢cdes
de processamento, quanto a utilizagdo de alguns dispositivos acoplados aos destiladores

podem influenciar no processo de destilagdo. Uma taxa de refluxo alta estd associada com
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baixas temperaturas de destilagdo (< 80°C) e um processo lento de destilagéo. Isso promove
uma separacdo mais eficiente dos compostos, reduzindo a presenca de CE nas aguardentes de
cana (BRUNO et al., 2007). Em geral, esse mesmo processo pode ser obtido através do
acoplamento de dispositivos de resfriamento. Concentracdes mais altas de CE foram obtidas
em cachagas produzidas em destiladores sem nenhum dispositivo de resfriamento (200 — 700
ug L), enquanto que as produzidas em alambiques com sistema de resfriamento
apresentaram valores mais baixos do contaminante (55 — 100 pug L) (NOBREGA et al.,
2009). A Figura 2 mostra diferentes tipos de dispositivos de refrigeracdo. O deflegmador
tubular é o mais eficiente, pois permite controlar melhor a taxa de refluxo através do ajuste do
fluxo de agua. Isso foi observado por Bruno et al. (2007) que obtiveram baixas temperaturas
de destilacdo (78°C) ao utilizarem esse sistema. Baixas concentracdes do contaminante
também foram obtidas utilizando alambiques acoplados com sistema de resfriamento do tipo
capelo (NOBREGA et al., 2009). Entretanto, foram observados valores mais altos de CE em
bebidas destiladas em alambique com coluna do tipo hot head, na qual a temperatura de
destilacio ndo pode ser controlada adequadamente (BRUNO et al., 2007; NOBREGA et al.,
2011). Nesse caso, vapores mais guentes (>90°C) podem ser formados, favorecendo o arraste
de compostos nitrogenados menos volateis no condensador. Isso também foi observado em
alambiques acoplados a sistema de pré-aquecimento (BRUNO et al., 2007). Alcarde et al.
(2012b) verificaram que as amostras submetidas a redestilagdo mesmo que em alambiques
com coluna acoplada a deflegmador tubular, ou coluna tipo capelo ou até mesmo sem sistema
de resfriamento, obtiveram baixos teores de CE. Em estudo recente, foi verificado que as
bebidas submetidas a um processo mais rapido de destilacdo apresentaram maior quantidade
de CE (39,2 pg L) do que aquelas destiladas lentamente (21,03 pg L) (LIMA et al., 2012).
De qualquer forma, em todas as velocidades de destilacdo, as amostras apresentaram valores
do contaminante abaixo de 150 pg L. Os autores atribuiram esse fato a qualidade da
fermentacdo do suco de cana, e ao fato da amostra ndo ter sofrido contaminacdo por
compostos, como acido latico ou acético.
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Figura 5. Alambiqgue e sistemas de resfriamento.

1) entrada do fermentado; 2) saida do vinhoto; 3) sistema de aquecimento; 4) caldeira; 5) tubo condensador; 6)
tanque de condensacdo; 7) entrada de &gua de resfriamento; 8) saida de &gua quente; 9) serpentina de
condensacdo; 10) saida do destilado. A) coluna sem sistema de resfriamento; B) coluna com deflegmador
tubular; C) coluna com resfriamento do tipo capelo; D) coluna com deflegmador tubular e prato borbulhador.
(Modificado de: Nobrega et al., 2011 e Alcarde et al., 2012b).

A eficiéncia da destilacdo pode ser aumentada através da adicdo de um sistema de
refluxo na coluna. Alguns autores obtiveram concentragdes muito baixas de CE (<10 — 50 ug
L) em cachagas destiladas em alambique com deflegmador tubular integrado a pratos
borbulhadores (BRUNO et al., 2007; NOBREGA et al., 2011). Os alambiques equipados com
um sistema de retificacdo também fornecem altas taxas de refluxo. O retificador € comumente
utilizado para purificar o alcool por destilacdo repetida ou fracionada, com objetivo de
remover agua e outros compostos indesejaveis. A amostra redestilada que apresentou menor
concentracio de CE (4,42 pg LY foi produzida através desse sistema (ALCARDE et al.,
2012b). Em geral, as aguardentes de cana produzidas em alambique obtiveram menores
quantidades de CE do que aquelas produzidas pelo sistema continuo de destilagdo, ou seja, em
destiladores industriais, como apresentado na Tabela 6. O aspecto mais importante no sistema
continuo a ser levado em conta € o ajuste da temperatura. O controle inadequado da
temperatura esta associado com a formag&o excessiva de vapores e do seu arraste na coluna.
Nesse caso, ocorreria 0 encharcamento dos pratos e o arraste a0 mesmo tempo. Foi
encontrada grande varia¢ao na concentracdo de CE utilizando o destilador industrial (40 — 714

45



ug L™, no entanto, quando houve maior controle da temperatura de destilagdo, pouca
variacdo foi observada (BRUNO et al., 2007). A Figura 3 mostra um exemplo de um
destilador com pratos borbulhadores utilizado no sistema continuo de destilacdo. Previamente,
foi mencionado que na destilacdo artesanal ocorre a separacdo do destilado em trés fracGes
(cabeca, coracdo e cauda), porém o mesmo ndo acontece na destilagdo industrial. O
fracionamento do destilado no processo artesanal é fundamental para a obtencdo de cachaca
de qualidade superior. Esse fato pode explicar o porqué das cachacas destiladas de forma
artesanal terem menor quantidade de CE do que as produzidas industrialmente. Essa hipdtese
foi confirmada por um estudo de metanalise, o qual mostrou que as cachacgas destiladas no
sistema continuo apresentaram valores significativamente mais altos (490 pg L%, 101
amostras; teste-t, p = 0,048) que as destiladas no sistema artesanal (380 pg L2, 275 amostras)
(LACHENMEIER et al., 2010).
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Figura 6. Destilador industrial — Sistema continuo de destilacao.
1) entrada do fermentado; 2) entrada de vapor; 3) saida de vapor; 4) saida do vinhoto; 5) sistema de refluxo com

pratos borbulhadores; 6) tubo condensador 7) tanque de condensacédo; 8) entrada de agua fria; 9) saida de agua
quente; 10) serpentina de condensacdo; 11) saida do destilado.
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Outros parametros que poderiam interferir na qualidade da cachaga foram avaliados.
Andrade-Sobrinho et al. (2002) investigaram a influéncia da coloracdo da garrafa (@mbar ou
transparentes) e do tempo de envelhecimento da bebida sobre concentracdo de CE na cachaca,
porém ndo encontraram diferencas significativas entre os resultados. Outros estudos também
ndo observaram diferengas quando avaliaram a transparéncia da garrafa e compararam com a
quantidade do contaminante (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2009; NOBREGA et al., 2009).
Em um estudo mais detalhado, Galinaro e Franco (2011) também nédo observaram diferencas
na concentracdo de CE em amostras recém-destiladas expostas ou ndo a luz solar, bem como
naquelas submetidas a irradiacdo em diferentes comprimentos de onda (250 — 500 nm),
durante 3 horas. Portanto, a probabilidade de haver um precursor fotoquimico na aguardente
de cana é muito baixa. No mesmo estudo, foi verificado que a formacdo do CE foi acelerada
guando se aumentou a temperatura de destilacdo. A formacdo do contaminante foi cerca de
80% mais rapida a 34°C (14 horas) do que a 15°C (78 horas). Os autores obtiveram a
concentracdo maxima do contaminante depois de 7 dias ap0s a destilacdo realizada tanto em
alambique de cobre, quanto em alambique de aco inoxidavel do mesmo fabricante. Esse
resultado foi diferente do encontrado por Riffkin et al. (1989) e Aylott et al. (1990) que
verificaram que todo CE é formado nas primeiras 48 horas ap6s a destilacdo. Essa
discrepancia pode refletir flutuacdes aleatorias relativas a diferengcas metodoldgicas. O fato é
que mais de 60% do contaminante foi formado imediatamente apds a destilagdo e 80%
durante as primeiras 72 horas. A influéncia do ion cobre sobre a concentracdo do CE na
cachaca foi indicada por diversos estudos (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; BRUNO
et al., 2007; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2009). No entanto, alguns trabalhos n&o
conseguiram associar essa relagio com a presenca do contaminante (LABANCA; GLORIA;
AFONSO, 2008; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2009). Andrade-Sobrinho et al. (2009)
sugeriram que isso pode ser devido ao fato das amostras ja estarem estabilizadas. De fato, o
CE é formado completamente entre 24 e 48 horas apds a destilacdo (RIFFKIN et al., 1989;
AYLOTT et al., 1990). Dois estudos detalhados confirmaram essa correlagdo. Bruno et al.
(2007) submeteram amostras de cachaca recém-destiladas ao tratamento com diferentes
quantidades de resina cationica para promover a remogdo do cobre por filtracdo. O tratamento
conseguiu reduzir a concentragdo do CE em 80% (de 272 pg L™t a 50 pg L™). Esse resultado
foi similar ao encontrado por Riffkin et al. (1989), quando analisaram o whisky. Cerca de 20%
a 80% do CE foi produzido na primeira e na segunda hora depois da destilacdo do whisky,

respectivamente. Eles observaram que a formacdo do contaminante foi interrompida apos a
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remocdo do ion cobre, confirmando a influéncia catalitica do metal. Em estudo anterior,
Aresta, Boscolo e Franco (2001) apontaram propostas para o controle do CE que ja foram
sugeridas para outras bebidas alcoolicas (OUGH; TRIOLI, 1988; RIFFIKIN et al., 1989;
TEGMO-LARSSON; SPITTLER, 1990; TAKY et al., 1992). Essas propostas incluem: (1) o
uso de enzimas especificas para a remocdo da uréia e do cianeto (urease e rodanase,
respectivamente), (2) a adicdo de sais de prata para promover a precipitacdo do cianeto no
mosto, (3) o uso de resinas catiénicas para a eliminagdo do Cu?* e (4) o armazenamento das
garrafas em temperatura e iluminacdo controladas. A adicdo de agentes quelantes naturais em
amostras de cachaca recém destiladas, pode ser uma opg¢éo para diminuir a acao catalitica do
metal de transicdo. Nesse sentido, o &cido fitico € um excelente candidato, pois é considerado
um quelante eficiente, e além disso, € um composto que € ingerido comumente na dieta

humana.

11. HPAs

11.1. OCORRENCIA E EXPOSICAO

Os HPAs séo pertencentes a um grupo ubiquo de diversos compostos relacionados
quimicamente que sdo persistentes no meio ambiente e possuem diferentes estruturas e
toxicidade variada. S8o compostos formados apenas por carbono e hidrogénio, contendo dois
ou mais anéis aromaticos. As fontes de HPAs podem ser natural ou antropogénica, e sdo
derivadas da combustdo incompleta ou da pirélise de compostos organicos. Durante a pirolise,
moléculas menores (e.g. naftaleno, NA) sdo formadas e podem sofrer reacdes pirossintéticas,
resultando em estruturas mais complexas com anéis condensados (e.g. BghiP) (WISE;
BONNETT; GUENTHER; MAY, 1981; CERNIGLIA, 1992). A exposic¢do a esses compostos
pode ocorrer atraves da ingestdo de alimentos que foram contaminados pela agua, ar ou solo,
alimentos fritos, defumados ou curados ou alimentos processados industrialmente (EFSA,
2008). A ingestdo em longo prazo de HPAS representa um risco a saude, pois sdo compostos
considerados genotdxicos e pré-carcinogénicos. Alguns desses contaminantes, como o BaP e
0 BaA foram incluidos no grupo 2A da IARC, sendo classificados como provaveis
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carcinégenos humanos (IARC, 2010a). Como mencionado previamente, a SCF estabeleceu,
preventivamente, que o BaP fosse usado como marcador para a detec¢do da contaminagédo dos
alimentos por HPAs. Essa orientacdo possui limitacGes, como sera visto adiante. O proprio
SCF apontou a necessidade de mais andlises para elucidar a acdo individual e conjunta de
cada HPA. Além disso, a AESA indicou a inclusdo de mais trés compostos (BaA, BbF e
CHR), totalizando quatro contaminantes (EFSA, 2008).
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Figura 7. Estrutura de alguns HPAs.

A) benzo(a)antraceno; B) benzo(b)fluoranteno; C) benzo(ghi)perileno; D) benzo(a)pireno.

11.2. FORMACAO

A queima da palha da cana de aclcar é uma pratica comum no Brasil, a qual é
realizada para ajudar na colheita da planta (ALCARDE, 2012c). Essa pratica €
frequentemente associada a poluicdo atmosférica, através da emissdo de diversos
contaminantes, incluindo os HPAs e a contaminacdo de produtos derivados da cana de agucar,
como a cachaga (SERRA; PUPIN; TOLEDO, 1995; MAZZOLI-ROCHA et al., 2008). Esse
processo resulta em um impacto substancial ao meio ambiente e a satde da populagédo local.
Alguns esforgos ja foram feitos para reduzir a pratica da queima no Brasil, porém o progresso

é muito lento. Como exemplo disso, o0 governo do estado de Sdo Paulo, determinou um prazo
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maximo de até 2021 para a eliminacdo total da queimada em &reas mecanizaveis (uso de
colheitadeiras) e até 2031, no caso de areas onde o uso de maquinas nao é possivel (BRASIL,
2002). Alem da contaminacdo da cana de acgucar pelo fogo, outras fontes antropogénicas,
como uso de lubrificantes e graxas nas maquinas, resinas asfalticas de tanques de
armazenamento e barris de madeira tratados termicamente, bem como outras fontes naturais
(vulcGes, plantas, fungos e bactérias) poderiam contribuir para 0 aumento da contaminagdo da
cana de agucar (BETTIN; FRANCO, 2005; CARUSO; FARAH-NAGATO; ALABURDA,
2010; GILBERT, 2012).

11.3. RESULTADOS

A Tabela 7 apresenta a concentracdo meédia de HPAs em cachacas que foram
produzidas a partir da cana de aclcar queimada e da cana de agUcar crua, bem como daquelas,
cuja préatica de colheita da matéria prima é desconhecida. Dois estudos avaliaram algumas
amostras de cachaca e de aguardente de cana produzidas a partir da cana crua e queimada.
Ambos utilizaram a EFS com cartuchos de octadecil silano, porém Bettin e Franco (2005)
utilizaram uma mistura de isopropanol e acetato de etila como solvente, enquanto Galinaro et
al. (2007) usaram uma fase binaria, constituida por diclorometano e hexano. Os Valores
médios de NA, AC, BbF, BkF e BghiP reportados pelo primeiro estudo foram maiores do que
os do segundo trabalho, independente da matéria prima usada. Pequenas diferencas no indice
de recuperacdo e na reprodutibilidade sdo insuficientes para explicar esses resultados
conflitantes. Enquanto a influéncia do processamento industrial ndo possa ser descartada, é
pouco provavel que esse parametro sozinho cause uma variagcdo grande para alguns poucos
HPAs. Por outro lado, os HPAs ndo sdo quimicamente sintetizados para a industria, porém
existem poucos usos comerciais para muito dos compostos. O fluoranteno (F), os derivados
do pireno e o AC sdo utilizados como intermedidrios na manufatura de compostos
agroquimicos (GILBERT, 2012). A pirdlise de residuos de pesticida, durante a queima da
cana, poderia ter aumentado a producdo de HPAs, inflando os resultados encontrados por
Bettin e Franco (2005). E possivel que a contaminacio por outras fontes antropoldgicas
(derivados do petroleo) e alguns processos naturais (contaminacgdo biolégica) também tenham

contribuido para os resultados conflitantes. Em geral, os dois estudos apresentaram uma
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quantidade média de NA um pouco menor para as amostras produzidas com cana crua,
guando comparada com as amostras provenientes da cana queimada. A concentracdo de BaP
nas bebidas produzidas através da cana queimada foi duas vezes maior do que naquelas feitas
com a planta crua, enquanto que os outros HPAs obtiveram concentracdes de 5 a 10 vezes
maior (e.0. BaA, BbF e CHR). Esses resultados indicam
que o BaP sozinho ndo seria um marcador adequado para detectar a contaminacdo da cachaca
por HPAs, pois o BaP representa menos de 1% do total dos HPAs. Portanto, é importante
estabelecer teores maximos do conteudo total de HPAs. Considerando as amostras cujo
método de colheita ndo foi indicado, verificou-se uma grande variacdo nos resultados. Dessa
forma, ndo foi possivel classificar através de métodos estatisticos, as amostras de acordo com
0 tipo de matéria prima utilizada. Essa limitacdo tem sido contornada através da aplicacdo da
analise estatistica multivariada. A ocorréncia de 15 HPAs, em 131 amostras de cachaca (26
produzidas através de cana queimada e 105 através da cana crua) foi investigada por Galinaro
et al. (2007). Os dados foram submetidos a analise de componentes principais (PCA) e a
analise canénica discriminante, e foram validados através de parametros como, precisdo,
repetibilidade, reprodutibilidade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, e
recuperacdo média. A associacdo do PCA com a andlise candnica discriminante permitiu a
diferenciagdo entre os dois produtos com uma taxa de sucesso de 98,1%. Em outro estudo,
Galinaro e Franco (2009) utilizaram a andlise linear discriminante para identificar os
destilados produzidos pela cana crua e pela cana queimada. A aplicacdo do modelo
qguimiomeétrico indicou que das 14 amostras estudadas, 21% foram provenientes da cana de
acucar queimada. Os seguintes HPAs foram descritores quimicos: AN, AC, F, FE, IN, FL, PI,
BaA, BbF e benzo(ghi)perileno (BghiP). Serra et al. (1995) investigaram a presenca de BaP,
BaA, FE e NA em plantas de cana de aclcar cruas e queimadas, bem como avaliaram a
presenca de BaP e BaA em amostras de aguardente de cana. Nenhum dos contaminantes foi
detectado na cana de aglicar crua, enquanto que os compostos BaP (0,1 pug Kg %), FE (0,13ug
Kg™) e NA (1,32 pug Kg™?) foram identificados na planta queimada. Com relagdo as amostras
de aguardente, a concentragdo média dos compostos ficou entre 0,3 pug Kg™* e 0,5 ug Kg™,
respectivamente. A distribuicdo dos HPAs, baseada no perfil do peso molecular mostrou ser
assimétrica. A soma das médias dos HPAs de baixo peso molecular (e.g. NA e AC) foi maior
do que a soma dos compostos de baixo peso molecular (e.g. BaP e BKF) nas duas cachagcas,
mesmo as produzidas através da cana crua ou queimada (GALINARO et al., 2007,
GALINARO; FRANCO, 2009). Esse resultado pode ser atribuido a formacéo acelerada de
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compostos de baixo peso molecular durante a decomposicdo térmica de macromoléculas
(pirdlise), seguida da recombinacdo das moléculas orgénicas (pirossintese), produzindo

compostos de alto peso molecular.
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Tabela 7. Concentracdo de HPAs em amostras de cachaca e outras aguardentes de cana. Valores expressos em pg L-1.

Amostras provenientes de cana de aclcar ndo queimada

Ref.  Ne BaP BaA FE NA AN Pl CR BeP AC F FL BbF BkF DBahA BghiP IP S 9HPAS
1¢ 105 0,02¢ 0,04¢ 0,61¢ 0,23¢ 0,13 0,19 0,08¢ - 0,214 0,10¢ 0,23¢ 0,01¢ 0,01 0,041 0,02¢ 0,04 1,96
2 28f nd Nd 028! 6,000 nd nd nd nd 200° 0504 0,704 0,25¢ 0,40 0,05¢ 0,86¢ - 11
yd 0,02 004 044 311 0213 0,19 0,08 1,10 030 046 0,13 0,20 0,04 0,44

Amostras provenientes de cana de agUcar queimada
Ref. Ne BaP BaA FE NA AN Pl CR BeP AC FL F BbF BkF DBahA BghiP IP  Y9HPAs
b b
19 26* 0,04 495¢ 7,019 0,27 1414 232¢ 0,73¢ - 1,05 1,13¢ 2,07 0,05¢ 0,02¢ 0,024 06020; ggjc 21
2 28" 155¢ 1,070 2,75¢ 9,70 3,40¢ 3479 1,10¢ 1,86 9,30¢ 3459 2,91¢ 2509 3,707  1,45¢ 4,501 - 52
yd 0,79 3,01 483 498 240 289 091 186 517 229 249 127 186 0,73 4,50
Amostras cujo o tipo de cana de agUlcar ndo foi informado

Ref. Ne BaP BaA FE NA AN Pl CR BeP AC FL F BbF BkF DBahA BghiP IP
3 2 0,33¢ 0,49¢ - - - - - - - - - - - - - -

4 25*  0,15¢ 0,17¢ - - - - - - - - - 0,27¢ 0,05¢ 0,32¢ - -
0,03°
a * ! _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _
5 20 0.49°
6 14* 0,04¢ 0,109 1,26° 4,32¢ 045 053¢ 0,73¢ - 0,42¢ 0,39¢ 0,67¢ 0,21 0,02¢ 0,09 0,20¢ -
0,03°
* ! - - - - - - - - - - - - - -
7 61 0,86°

Referéncias (Ref.): 1) Galinaro et al. (2007); 2) Bettin & Franco (2005); 3) Serra et al. (1995); 4) Tfouni et al. (2007); 5) Caruso & Alaburda (2009); 6)
Galinaro & Franco (2009); 7) Caruso et al. (2010). Ne: nimero de amostras; nd: ndo detectado; - ndo analisado; ®N4o foi possivel calcular a média, pois o valor
de HPAs em cada amostra ndo foi informado; "menor valor; ®maior valor; “média; ®Maior valor de IP e média ndo informada; fAmostras obtidas através da
cana de acUcar queimada e ndo queimada, porém sem distincdo do nimero de amostras em cada grupo; ‘Médias de IP e BghiP ndo informadas. BaP:
benzo(a)pireno; BaA: benzo(a)antraceno; FE: fenantreno; NA: naftaleno; AN: antraceno; PI: pireno; CR: criseno; BeP: benzo(e)pireno; AC: acenafteno; FL: fluoreno;
F: fluoranteno; BbF: benzo(b)fluoranteno; BKF: benzo(k)fluoranteno; DBahA: dibenzo(a,h)antraceno; BghiP: benzo(ghi)perileno; IP: indeno(1,2,3-c,d)pireno. *Amostras de

cachaca.
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12. CONCLUSAO

Muito tem sido feito para identificar os fatores responsaveis pela formacdo do CE na
aguardente de cana e na cachaca. A presenca de um glicosideo cianogénico na cana de agucar
tem sido apontada como o principal precursor. A contaminacdo pode ocorrer durante a
fermentacdo e durante a destilacdo, através da acgo catalitica do Cu*? sobre o cianeto. A
proibicdo do uso de materiais de cobre em equipamentos que entram em contato direto com
alimentos e bebidas € um fator de extrema relevancia para a reducdo do CE na cachaca. O
controle da temperatura e da taxa de refluxo, através de sistemas de refrigeracdo (e.g.
deflegmador) e de refluxo (pratos borbulhadores), tanto no sistema continuo quanto no
descontinuo sdo muito importantes para manter baixas concentracbes do contaminante na
bebida. Entretanto, o sistema descontinuo possui uma vantagem adicional de utilizar somente
a fracdo coracdo do destilado que contém baixas concentracdes de CE. Isso pode explicar o
porqué das cachacas produzidas pelo método artesanal tendem a ter menor quantidade de CE
do que as produzidas industrialmente.

E necessario destacar que o processo de destilacdo, a configuracdo dos destiladores e seus
parametros fisicos, como temperatura e razdo de refluxo, sdo de extrema importancia para
reduzir a contaminacdo. Adicionalmente, alguns procedimentos foram propostos com o
objetivo de reduzir a quantidade de CE na cachaca recém-destilada. Esses métodos sdo
baseados (1) no uso de resinas catidnicas, (2) na aplicacdo de enzimas especifica para a
remocao da ureia e do cianeto, (3) na adicdo de sais de prata e (4) no armazenamento de
garrafas em condic¢des controladas de temperatura e iluminacdo. O uso de quelantes, por outro
lado, pode reduzir a disponibilidade de cobre que reagiria com o cianeto. O &cido fitico pode
ser um quelante promissor, uma vez que pode quelar tanto o ferro quanto o cobre. Em suma, a
unido de todos esses procedimentos poderia contribuir para a manutencdo da concentracdo do
CE dentro dos niveis permitidos por lei (150 pg L) e auxiliar na promogdo da satde do
consumidor. Apesar do conhecimento e da tecnologia disponivel, a compilacdo dos dados ja
relatados indicam que em torno de 45% das cachacas e aguardentes de cana exibiram
concentragdes de CE acima de 150 ug L. Esse cenario pode ser ainda pior, uma vez que
existe um grande consumo de cachagas produzidas ilegalmente, cuja concentracdo do

contaminante é desconhecida. O uso do limite de 150 pg L pode ndo ser efetivo para

54



aumentar a MOE dos consumidores brasileiros para um valor acima de 10000. No entanto,
poderia a0 menos aumentar a MOE para um fator entre 3 — 6, 0 qual reduziria o risco para a
salde publica (LACHENMEIER et al., 2010). O fato € que os consumidores de cachaca e
aguardente de cana sdo mais expostos a contaminacao por CE do que 0s que consomem outras
bebidas destiladas. Portanto, as autoridades brasileiras e o0s paises importadores devem
requerer 0 uso de préaticas produtivas padronizadas para a reducdo do contaminante na bebida.

De um ponto de vista epidemioldgico, é necessario estudar a incidéncia de cancer de
figado associado com a ingestdo de CE, para estabelecer um limite superior mais seguro para
consumidores de cachaca e aguardente. Conforme demonstrado na Tabela 7, o nivel de BaP
na cachaca e na aguardente proveniente da cana queimada e ndo queimada é mais baixo que o
estabelecido na Unido Européia para produtos alimenticios (2 pug L) (EUROPA, 2006). Os
valores foram até mais baixos que o limite maximo estabelecido pela legislacédo brasileira para
aguas envasadas (0,7 pug L) (BRASIL, 2005b). No entanto, deve-se levar em conta que o
consumo de aguardente é muito mais baixo do que o consumo de agua. Em estudo recente, foi
sugerido que um fator de 10 poderia ser utilizado para interpolar o limite utilizado para agua
para determinar o das bebidas alcodlicas (LACHENMEIER et al., 2011). Portanto, esse limite
estabelecido de 7 pg L™ poderia ser utilizado como referéncia para cachaca. No entanto, é
importante estabelecer limites maximos para o total de HPAs, uma vez que ja foram
detectados 16 compostos na cachacga, e o BaP representa menos de 1% do contetdo total.
Apesar das propriedades genotoxicas dos HPAs terem sido previamente demonstradas
(EFSA, 2002; IARC, 2010a), ha grande dificuldade em determinar valores de toxicidade para
humanos baseando-se em estudos realizados com animais. Assim, € dificil estabelecer o limite
superior para a quantidade total de HPAs. O principio da precaugdo na saude publica,
contudo, deve ser buscado, tomando as medidas necessarias para reduzir fatores de risco.
Enquanto ndo houver estudos conclusivos sobre os niveis seguros de HPAs na cachaca, é
possivel utilizar os parametros estabelecidos pela German Society for Fat Science, que sugere
valores abaixo de 25 pg L (GALINARO et al. 2007). Nesse caso, apenas as amostras
analisadas por Bettin e Franco (2005) excederam o limite sugerido. Uma proposta alternativa
é a aplicacdo da recomendacgdo da EFSA, que estabelece niveis maximos (35 pg Kg* para
cacau e derivados e moluscos bivalves) para a soma de quatro contaminantes BaA, BbA, BbF
and CR (EUROPA, 2011). Considerando a ultima recomendagdo, as amostras brasileiras se
apresentaram um pouco abaixo do limite de 35 ug Kg*. A grande variacdo encontrada em

cachagas de diferentes estados pode ser associada aos tipos de processamento e & cana
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utilizada (queimada ou néo). J& se sabe que a contaminacdo dos destilados de cana de agUcar
pode ocorrer em diferentes estagios da cadeia produtiva; consequentemente, deve ser feito um
controle rigoroso da producdo para minimizar o problema. A analise da quantidade de HPAs
descritas em diversos artigos cientificos demonstrou que a concentracdo total de
contaminantes detectada nas cachagas e nas outras aguardentes brasileiras produzidas a partir
da cana queimada foi 2-3 vezes maior do que no caso da cana ndo queimada. Assim, a
implementacdo de agdes como a reducdo do fornecimento de crédito para estimular a
diminuicdo do uso da cana queimada seria um importante passo para o controle da

contaminagéo.
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