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Resumo Geral

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sao compostos formados a
partir da queima incompleta de material organico e compreendem uma importante
classe de contaminantes ambientais, muitos deles potencialmente carcinogénicos.
No presente estudo amostras de diversos pontos do processo da industria
acucareira foram coletadas em duas usinas de acucar e alcool do Estado de Sao
Paulo e analisadas para a presenca de cinco HPAs. As amostras de caldo misto,
caldo decantado, xarope, massa de primeira, lodo, caldo filtrado, “mel” e agucar
(cristal e VHP) foram coletadas em trés épocas distintas e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia
quanto a presenca de benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenzo(ah)antraceno. Os resultados
obtidos indicam que a pratica da queima dos canaviais antes da colheita da cana é
uma fonte de emissdo de HPAs que podem ser transferidos para a cana-de-
acucar. A analise dos produtos intermediarios do processamento da cana
evidencia uma reducdo dos niveis de HPAs conforme a cana passa pelas
diferentes etapas de processamento para a obtencdo de acgucar, indicando um
efeito positivo da clarificacao, flotacdo e turbinagem na reducéo dos niveis desses
compostos no produto final. De modo a gerar dados sobre a contaminagao de
subprodutos da industria sucroalcooleira disponiveis comercialmente, foram
analisadas 57 amostras de acucar e 25 amostras de cachaca comercializadas na
cidade de Campinas, SP. Os niveis da somatéria dos HPAs analisados nas
amostras de acucar (cristal, refinado, mascavo, demerara e organico) variaram
entre ndo detectado e 1,35 ug/kg e nas amostras de cachaca entre nao detectado
e 1,94 ug/L.

Palavras-chave: hidrocarboneto policiclicos aromaticos, cana-de-acucar,
processamento, agucar, cachaca.



Summary

STUDY OF THE PROCESS EFFECT ON THE CONTAMINATION OF SUGAR
CANE AND ITS PRODUCTS BY POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS.
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute a large class of organic
compounds formed during incomplete combustion or pyrolysis of organic matter.
Many of these compounds are potentially carcinogenic. In the present study,
samples of intermediary products of the cane sugar process were collected in 2
industries of the state of Sdo Paulo and analysed for the presence of 5 PAHSs.
Samples of cane juice, clarified cane juice, syrup, mud, filtered cane juice,
molasses and sugar (crystal and VHP) were collected in 3 different times of the
year and analysed by high performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence  detection for the presence of  benz(a)anthracene,
benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene and
dibenz(a,h)anthracene. Results indicate that the practice of burning sugar cane
before harvest is a source of PAHs emission into the environment, and these
compounds may be transferred to the sugar cane. Analysis of intermediary
products of the process shows that PAHs levels decrease along the cane sugar
process (cane juice, clarified cane juice, syrup and sugar). This indicates a positive
effect of clarification, floatation and centrifugation steps on the PAHs levels
reduction on the final product. In order to generate more data concerning sugar
industry by-products, 57 samples of sugar and 25 samples of cachaca
commercially available in the city of Campinas, SP, were analysed. The summed
PAHs levels in different sugar samples (crystal sugar, refined sugar, demerara,
brown and organic) ranged from not detected to 1.35 ug/kg, and in cachaca
samples ranged from not detected to 1.94 pg/L.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, sugar cane, processing, sugar,

cachaca.



Introducao Geral

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sado compostos
formados a partir da queima incompleta de material organico. Considerados
importantes contaminantes ambientais amplamente distribuidos na natureza, os
HPAs tém despertado interesse crescente no cenario internacional pelo fato de
muitos deles serem genotdxicos e provaveis carcinégenos humanos (WHO, 1998).

A contaminacao de alimentos por HPAs deve-se principalmente a poluicao
do ar e da agua, a sua presenca em solos terrestres e marinhos e a certos tipos
de processamentos como defumacao, torrefagcdo e secagem direta com madeira
(WHO, 1998). O Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares
(JECFA) recomendou, em 1991, a elaboracdo de estratégias por parte das
industria e dos consumidores, a fim de minimizar a exposicdo humana aos HPAs
(WHO, 1991). Em sua 642 reunido, o Comité reavaliou os HPAs e concluiu que 13
compostos deste grupo sdo claramente carcinogénicos e genotdxicos e
recomendou estratégias de forma a previnir a contaminagdo de alimentos por
HPAs (WHO, 2005).

A produgédo de acucar no Brasil utiliza como matéria-prima a cana-de-
acucar, cuja colheita é geralmente feita apos a queima dos canaviais. Este recurso
pode resultar na contaminacdo da cana-de-acucar por HPAs, com posterior
transferéncia aos produtos derivados desta.

Ensaios realizados no Brasil por Serra et al. (1995), sobre a contaminacao
da cana-de-acucar e derivados por HPAs recomendaram a importancia e
necessidade da realizacdo de estudos complementares dirigidos aos diversos
produtos intermediarios e finais do processamento da cana-de-aglcar. Foi
também evidenciado um efeito positivo do processo de refino na eliminacao
destes compostos.

Em pesquisa realizada por Camargo e Toledo (2002), o acucar refinado se
destacou quanto a presenca de niveis elevados de 10 HPAs, dos quais 5
considerados carcinogénicos. Estimativas da ingestdo diaria destes compostos
através da dieta identificaram os agucares como o segundo grupo que mais



contribui para a ingestdo diaria de HPAs pela populacdo brasileira, sendo
responsaveis por 20% da ingestdo de HPAs carcinogénicos (Camargo, 2001).

A literatura internacional ndao apresenta dados especificos sobre a
contaminacdo de agucar de cana por HPAs. Embora alguns autores tenham
relatado a presenca de benzo(a)pireno em acucar e adocantes (De Vos et al.,
1990) e em acucar (Kazerouni, et al., 2001), ndo esta claramente identificado o
produto ou alimento envolvido.

Esta pesquisa teve como objetivo analisar o caldo de cana-de-aglcar verde
e queimada assim como os produtos intermediarios e finais de seu processamento
quanto a presenca de benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e dibenzo(ah)antraceno. Através dos
resultados gerados pretende-se elucidar se a pratica de queima dos canaviais é
responsavel pela contaminagdo da cana e derivados, bem como identificar as
etapas subsequentes do seu processamento que possam estar envolvidas com a

eliminacao e/ou reducao dos niveis destes compostos.

O capitulo 1 deste trabalho apresenta uma revisdo bibliografica sobre o
assunto. O artigo apresentado no capitulo 2 foi redigido de acordo com as normas
da revista Food Control, o artigo do capitulo 3 de acordo com as normas da revista
Food and Chemical Toxicology e o do capitulo 4 de acordo com as normas da

revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
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Capitulo 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



Revisao Bibliografica

1. Introducao

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem uma ampla
classe de compostos formados a partir da queima incompleta de material organico
e sao considerados importantes contaminantes ambientais. Eles tém sido muito
estudados nos ultimos anos devido ao fato de muitos compostos desse grupo
serem potencialmente carcinogénicos (WHO, 1998; WHO, 2005).

A contaminacao de alimentos por HPAs deve-se principalmente a poluicao
do ar e da 4gua, a sua presenca em solos terrestres e marinhos, e a sua formacéao
durante o processamento de alimentos envolvendo defumacéo, torrefacdo e
secagem direta com madeira (WHO, 1998).

Em algumas areas geogréficas, incéndios florestais e vulcdes sdo a
principal fonte de emissdo de HPAs no meio-ambiente (WHO, 1998). No Brasil, a
producao de acucar utiliza como matéria-prima a cana-de-agucar, cuja colheita é
feita geralmente ap6s a queima dos canaviais. Este recurso é utilizado para
eliminar a palha e a ponteira da cana e facilita a colheita manual, permitindo um
maior acesso a cultura, dobrando a quantidade média de cana cortada por
trabalhador. Além disso, protege os cortadores de cana de folhas afiadas, insetos
e cobras e aumenta o teor de acucar devido a evaporacao da agua (Serra et al.,
1995; Zamperlini et al., 2000; Furtado, 2002; Godoi et al., 2004). Em contrapartida,
a queima dos canaviais pode resultar na contaminacdo da cana-de-agucar por

HPAs, com posterior transferéncia aos produtos derivados desta.

2. Fontes de obtencao de acucar

De acordo com a Resolucado CNNPA n® 12, de 30 de margo de 1978 (Brasil,
1978) o agUcar é a sacarose obtida a partir de Saccaharum officinarum, ou de
Beta alba, L., por processos industriais adequados. O acgucar pode, portanto, ser
obtido a partir de duas fontes: cana-de-agulcar e beterraba. O aglcar proveniente
da beterraba é produzido principalmente nos paises da Europa, que fornecem ao
mercado europeu 16 milhdes de toneladas de acgucar de beterraba por ano,



representando 90% do acgucar consumido localmente (EUFIC, 2005). O acucar
produzido no Brasil utiliza a cana-de-agucar como matéria-prima e tem um custo

de producgao mais baixo do que aquele obtido da beterraba.

2.1. Cana-de-acucar

A cana-de-aglicar é originaria do norte da india, de onde teria ido para a
China e o Oriente Médio. Os arabes a levaram para o norte da Africa e para o sul
da Europa, e os chineses a levaram para Java e Filipinas. Cristévao Colombo
introduziu-a na América espanhola, trazendo-a da llha da Madeira. A cultura
comecgou em Sao Domingos, seguindo para Cuba, Antilhas e Estados Unidos
(Martucci, 1983). No Brasil, a cultura da cana teve inicio em 1522 na capitania de
Sao Vicente, com canas provenientes da llha da Madeira (Junior & Borges, 1965).

A cana-de-acucar pertence a familia das Gramineas, género Saccharum L.,
e possui um grande numero de variedades. A fertilidade das sementes do género
Saccharum foi descoberta em 1920, simultaneamente em Java e Barbados,
possibilitando cruzamentos e hibridacdes visando a obtengcdo de novas variedades
dotadas de resisténcia as doengas e pragas, € mais ricas em sacarose (Martucci,
1983).

2.2. Mercado

O agronegdécio sucroalcooleiro brasileiro movimenta cerca de R$ 40 bilhdes
por ano, o0 que corresponde a aproximadamente 2,35% do PIB nacional. O setor
gera cerca de 3,6 milhdes de empregos diretos e indiretos, envolvendo 72.000
agricultores (Procana, 2005).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar e de acucar,
seguido pela india e Australia. O Estado de Sdo Paulo é responsavel por mais de
60% da producado nacional de agucar e alcool e por 70% das exportacées. Em
média, 55% da cana brasileira sdo convertidos em alcool e 45% em acucar.
Planta-se cana no Centro-Sul (Estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso e Parana) e no Norte-Nordeste, o que permite dois periodos de safra: de



maio a novembro no Centro-Sul e de setembro a marco no Norte-Nordeste.
Produz-se, portanto, o ano todo (UNICA, 2005).

Na safra 2004/2005, as usinas brasileiras processaram 380 milhdes de
toneladas de cana-de-aglcar produzindo 24 milhdes de toneladas de acucar. O
parque sucroalcooleiro brasileiro possui 304 industrias em atividade, sendo 227 na
regidao centro-sul e 77 na regido norte-nordeste. A producéo de agucar brasileiro é
destinada aos mercados interno e externo, e para o ano de 2005 esta prevista a
exportacao de 14,3 milhdes de toneladas de agucar. Atualmente, a Russia € o
maior importador de acucar brasileiro (Procana, 2005; UNICA, 2005).

O mercado interno, por sua vez, divide-se em doméstico e industrial. No
primeiro prevalecem os agucares cristal e refinado; no industrial, os acucares
demerara e liquido. O consumo brasileiro anual é de 52 kg per capita, enquanto a
média mundial esta em torno de 22 kg per capita (UNICA, 2005).

2.3. Processamento

O processamento da cana-de-aclcar para a producado de acucar segue
basicamente as etapas descritas a seguir (Martucci, 1983; Marafante, 1993;
Masson, 1999; Mafra, 2004).

2.3.1. Colheita

A cana-de-acucar pode ser colhida verde (crua) ou queimada (apdés a
gueima do canavial), manualmente ou mecanicamente, inteira ou picada. A
quantidade de cana cortada ndo deve ser muito maior do que a capacidade de
processamento da usina, uma vez que logo apds o corte comega o0 processo de
inversao da sacarose. A estocagem de cana deve ser feita no maximo por 2 dias,
de forma a evitar a perda de acucar por decomposicao bacteriolégica (UNICA,
2005).

2.3.2. Lavagem da cana e preparo para moagem

Ao chegar na usina a cana é analisada quanto ao teor de sacarose e segue

para o processamento. Algumas usinas fazem uso de um sistema de lavagem da
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cana antes da moagem, outras ndo. A cana é constituida por uma parte dura
(casca e nés) que contém cerca de 15% do caldo e de uma parte mole (medula)
que contém 85% do caldo. O preparo consiste em picar e desintegrar a cana,
rompendo as células que contém o caldo rico em agucar. Essa operacgao facilita a
extracdo do caldo pela moagem, aumentando a capacidade das moendas e
produzindo um bagaco de maior aceitacdo a embebicédo. Para o preparo da cana
pode ser utilizado um conjunto de facas rotativas ou um desfibrador, ou ambos
trabalhando em conjunto.

2.3.3. Moagem

O caldo misto da cana é obtido pelo processo de esmagamento da cana-
de-acucar efetuado nas moendas. A cana desfibrada é submetida a sucessivas
prensagens, nas quais se extrai 60% do caldo contido no interior das fibras. Os
40% restantes ndo sao extraidos por simples prensagem, sendo necessario fazer
a embebicao do bagaco, ou seja, adiciona-se agua ao bagaco, que penetra no
interior das fibras, diluindo o caldo presente que é retirado no rolo subsequente.

O caldo de cana extraido nas moendas (caldo misto) contém materiais em

suspensao, como areia e terra, que sao removidos por peneiras.

2.3.4. Clarificacao

O caldo de cana apresenta em sua composicao diversos tipos de
compostos como: colbides, proteinas, pectina, clorofila, antocianinas, gomas,
entre outros. A clarificacao consiste em um conjunto de operacdes cuja finalidade
€ retirar a maior quantidade de substancias presentes no caldo que nao seja a
sacarose. A clarificacado varia de acordo com tipo de acgucar que se deseja obter.
Por exemplo, a usina pode produzir um acucar bruto inferior que € enviado a
refinaria e passa por um processo de flotagdo antes de ser introduzido no
mercado, ou produzir um aglcar mais puro para aplicacdo direta na industria
almenticia.

A clarificacdo do caldo envolve basicamente as etapas de sulfitacao,
calagem e adicdo de compostos poliméricos.
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Sulfitacao: Na etapa de sulfitacéo, adiciona-se SO, (didxido de enxofre) ao caldo,
0 que diminui o pH do mesmo, que passa de 5,5 a 4,5. Com este valor de pH
alguns coldides floculam, mas a acado nao é aproveitada porque o caldo nao é
filtrado em seguida. O SO, é produzido na usina através da queima direta de

enxofre.

Calagem: Logo apo6s a sulfitacdo o caldo recebe leite de cal para neutralizagao do
acido sulfuroso, o pH sobe entre 7,0 e 7,2 e sao formados os precipitados de
sulfito de calcio, entre outros. Estes precipitados sao insolluveis e ao decantar
arrastam os colo6ides que floculam nessa faixa de pH.

A adicao de fosfatos ao caldo auxilia na eliminagdo do célcio através da
formacgéo do fosfato de calcio. Os fosfatos aumentam a floculagao dos coldides e
facilitam a decantacao, resultando em um produto final de melhor qualidade e

menos sujeito ao escurecimento.

O caldo é aquecido em tanques a temperaturas na faixa de 100°C a 105°C,
sendo entdo adicionado de compostos poliméricos e, a seguir, ocorre a
decantacao. Obtido o caldo clarificado (ou decantado), este segue para a etapa de
concentracdo. As impurezas resultantes do processo de decantagdo formam o
lodo que, apds passar por um processo de filtracdo, resulta no caldo filtrado, que
retorna ao processamento na etapa de sulfitacdo; e na torta, que é enviada ao
canavial e utilizada como adubo.

2.3.5. Concentracao
A concentragdo visa a remocao da maior parte da agua contida no caldo e

ocorre em duas fases: evaporacao e cozimento.
Evaporacao: Na evaporacgao o caldo é concentrado em evaporadores a vacuo até

a consisténcia de xarope com 52 a 65° Brix. O xarope, antes de seguir para o

cozimento, passa por uma etapa de flotacdo. Nessa etapa sdo adicionados

12



compostos poliméricos que auxiliam na limpeza do xarope, eliminando parte dos

compostos néO-an:I car restantes.

Cozimento: O xarope proveniente da flotagdo segue para os tanques de espera
que alimentam os cozedores. O xarope é colocado no cozedor e concentrado até
a supersaturacao (85 a 95° Brix) e o aparecimento dos cristais. Continua-se a
alimentacdo da massa supersaturada com xarope, 0s cristais vao crescendo € o
volume final aumentando. Ao final, tem-se uma massa densa chamada massa
cozida, que € uma mistura de cristais de sacarose e “mel“. Nesta etapa também
podem ser utilizadas “sementes” para controlar o tamanho e a homogeneidade
dos cristais.

2.3.6. Turbinagem

Para separar o aclucar do “mel” sao utilizadas turbinas que fazem essa
dissociacdo em apenas alguns minutos. Durante a turbinagem o acucar € lavado
para retirada do “mel” que recobre os cristais, obtendo-se um produto mais claro e

de polarizacdo mais alta.

2.3.7. Secagem

Os cristais sao secos em evaporadores que utilizam ar quente em
contracorrente. Na saida, o ar quente resfriado carrega p6 de agucar, que € lavado
com agua e dissolvido; essa agua é usada na lavagem das turbinas.

2.3.8. Acondicionamento (envase)
Apbs a secagem, o acucar é resfriado e acondicionado em sacos para

armazenamento e posterior distribui¢ao.

2.3.9. Refino

O acucar cristal produzido nas usinas pode ser utilizado diretamente pelas
industrias ou seguir para as refinarias, onde é dissolvido em agua e sofre
novamente o processo de flotacdo até a obtengédo do agucar refinado.
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Um fluxograma simplificado é apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Fluxograma simplificado da produgéo de agucar refinado.
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2.4. Tipos de acucar

Os tipos de acucar produzidos podem variar dependendo do tamanho dos
cristais de sacarose, do grau de clarificagdo do acucar, cor, teor de sélidos, nivel
de polarizacao do produto. A polarizacdo é a porcentagem em peso de sacarose
aparente contida em uma solugcédo agucarada, determinada pelo desvio provocado
pela solucéo no plano da luz polarizada.

Diversos tipos de acgucar sdo produzidos pelas usinas e refinarias, sendo
que alguns estao disponiveis no comércio e outros ndo. Sao eles:

e Acucar Mascavo

Obtido diretamente da concentragdo do caldo-de-cana recém extraido,
eliminando-se a etapa de clarificacdo. Sua cor pode variar do dourado ao marrom
escuro, em funcao da variedade e da estacdo do ano em que a cana é colhida.

e Acucar Demerara
Possui coloragao mais escura e é levemente mais Umido, pois conserva uma

pelicula de “mel” em volta dos cristais de sacarose.

e Acucar Cristal

Acucar obtido por fabricacao direta nas Usinas. Pode ser comercializado desta
forma ou enviado as refinarias para obtencdo do acucar refinado amorfo. A
granulometria dos cristais pode variar de 0,6 a 0,7 mm.

e Acucar Refinado Amorfo

AcuUcar obtido através da dissolucdo do acgucar cristal, que passa novamente
pela etapa de flotacdo. Possui uma granulometria menor que a do agucar cristal
(0,1 a 0,2 mm). Disponivel comercialmente, € o mais utilizado no consumo

domeéstico.

e Acucar de Confeiteiro

Possui granulos bem finos, cristalinos.
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e Acucar Organico
Seu processamento segue 0s principios internacionais da agricultura organica,
que exclui o uso de fertilizantes sintéticos e agrotéxicos, além de utilizar cana-de-

acucar verde como matéria-prima.

e Acucar VHP (very high polarization) e VVHP (very very high polarization)

Acucar obtido por fabricacdo direta nas usinas, este acucar é utilizado como
matéria-prima nas refinarias, sendo também um produto de exportacdo. A
diferenga entre o acucar VHP e VVHP esta na polarizagdo minima destes
produtos, 99% e 99,6%, respectivamente.

3. Cachaca

De acordo com o Decreto n° 4.851 do Ministério da Agricultura, de 2 de
outubro de 2003, as aguardentes sdo obtidas através do rebaixamento do teor
alcodlico do destilado alcodlico simples, ou pela destilacdo do mosto fermentado.
Na pratica, a aguardente de cana € obtida a partir do destilado alcodlico simples
de cana-de-aglcar ou pela destilacao do mosto fermentado de cana-de-agucar e
possui graduacdo alcodlica de 38 a 54% em volume, a 20°C, podendo ser
adicionada de agucares em até seis gramas por litro. A cachaca, por sua vez, é
uma denominacéo tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no Brasil
(Brasil, 2003).

3.1. Mercado

A produgéo brasileira de cachaga atinge cerca de 1,3 bilh&o de litros anuais,
gerando uma receita préxima de US$ 500 milhdes e empregando 450 mil pessoas.
A cachaca é produzida em todas as regioes brasileiras, sendo a maior parte nos
Estados de S&o Paulo, Pernambuco, Ceara, Rio de Janeiro, Goids e Minas
Gerais. Estima-se que haja perto de 30 mil produtores, a maioria produzindo
pequenos volumes comercializados localmente (PBDAC, 2005).

A cachaca é a bebida destilada mais consumida no pais e ocupa o segundo
lugar entre as bebidas alcodlicas, ficando atrds somente da cerveja. O consumo
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brasileiro garante a cachaca o terceiro lugar entre os destilados mais consumidos
no mundo, perdendo para a vodka e o soju. O volume das exportacdes de
cachaca aumentou bastante nos ultimos anos, passando de 1,3 milhdo de litros
em 1998 para 14,8 milhdes de litros em 2002. O Paraguai e a Alemanha sédo os
maiores importadores, representando 28% e 23% das exportacdes brasileiras do
produto, respectivamente (PBDAC, 2005).

4. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos — HPAs

4.1. Consideracoes gerais

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sao a maior classe conhecida de
carcinbgenos ambientais, podendo ser encontrados na agua, ar, solo e,
consequentemente, em alimentos (Bartle, 1991). S&o compostos formados
durante a combustdo incompleta de material organico, como em processos de
queima de madeira e 6leos combustiveis (Howard & Fazio, 1980). As mais
importantes fontes de emissdo de HPAs na atmosfera sdo: queima de carvéo,
producao de aluminio, ferro e aco, aquecimento doméstico e residencial (utilizacdo
de forno a lenha e lareiras); trafego de veiculos; incéndios florestais; incineracéo
de residuos (WHO, 1998).

Durante estes processos tanto a quantidade quanto a composicao dos
HPAs produzidos variam em funcdo de fatores como as condigdes de reacao,
temperatura e quantidade de ar (Gomaa et al., 1993), sendo a formacao de HPAs
favorecida pela queima da matéria organica em temperaturas variando de 500 a
900°C, principalmente acima de 700°C (Bartle, 1991). Acredita-se que a
combustdao envolva dois processos principais: a pirdlise (decomposicao dos
compostos de alta massa molar em estruturas menores, a maioria radicais livres)
e a pirossintese (os compostos formados durante a pirélise se recombinam para
formar estruturas relativamente estaveis, entre elas os HPASs).

Os HPAs sao compostos organicos fluorescentes. Sao formados por dois
ou mais anéis aromaticos fundidos, podendo ou ndo conter grupos substituintes
ligados (Fazio & Howard, 1983; WHO, 1998; Debastani & Ivanov, 1999). A

17



anelacao pode ser linear (onde os anéis estdo em uma linha reta, como no caso
do antraceno) ou angular (onde os anéis estdo localizados em linhas retas
diferentes, sempre com um angulo de 120° entre elas, como € o0 caso do criseno)
(Figura 2). Os HPAs sao solidos a temperatura ambiente e altamente lipofilicos,
apresentando elevada solubilidade em solventes organicos e uma baixa
solubilidade em &agua, que tende a diminuir com o0 aumento da massa molecular.
Quimicamente inertes, os HPAs no ambiente estdo sujeitos a reagdes de
fotodecomposigéo e reagbes com Oxidos de nitrogénio, &cido nitrico, 6xidos de
enxofre, acido sulfurico, ozénio e radicais hidroxil (Andelman & Suess, 1970;
WHO, 1998). A solubilidade em agua pode aumentar sensivelmente na presenca
de outros compostos organicos e de detergentes anidnicos, facilitando a
passagem dos HPAs tanto para o0 meio ambiente quanto para a cadeia alimentar
(Lo & Sandi, 1978). Mais de 100 HPAs ja foram caracterizados na natureza (Chen
et al., 1996; Dabestani & lvanov, 1999).

Benzo(a)antraceno Antraceno Criseno

Benzo(a)pireno Benzo(b)fluoranteno Dibenzo(ah)antraceno

&,

Figura 2 — Estruturas quimicas de alguns HPAs

4.2. Toxicidade

Os HPAs sao substancias potencialmente carcinogénicas que pertencem a
classe dos pro-carcinogénicos, necessitando, portanto, de ativacdo metabdlica
para formar o carcindgeno ativo (Lo & Sandi, 1978; Bartle, 1991).



Em avaliacdo conduzida pelo IARC (International Agency for Research of
Cancer), 3 HPAs foram incluidos no grupo 2A, ou seja, 0s compostos sao
considerados provaveis carcindgenos ao homem. Outros 11 HPAs foram incluidos
no grupo 2B, onde os compostos sao considerados possivelmente carcinogénicos
ao homem (IARC, 1983).

O JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares)
durante sua 642 reunido, avaliou o grupo dos HPAs e concluiu que 13 desses
compostos sao claramente carcinogénicos e genotdxicos: benzo(a)antraceno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
criseno, dibenzo(ah)antraceno, dibenzo(ae)pireno, dibenzo(ah)pireno,
dibenzo(ai)pireno, dibenzo(al)pireno, indeno (1,2,3 cd-pireno) e 5-metilcriseno
(WHO, 2005). Desses, 0 benzo(a)pireno é o mais conhecido e tem sido muito
estudado nos ultimos anos (Grasso, 1984; Von Szentpaly & Shamovsky, 1995).

4.2.1. Metabolismo

Os HPAs sao absorvidos através dos pulmdes, trato gastro-intestinal e pela
pele. Sao largamente distribuidos pelo organismo através de qualquer rota e sédo
encontrados em praticamente todos os érgaos internos, principalmente naqueles
ricos em lipideos. O metabolismo dos HPAs é complexo. Em geral sdo convertidos
em epoxidos e estes posteriormente convertidos em fendis, dibdis e tridis que
podem ser conjugados com &cido sulfurico ou glucorénico ou com glutationa.
Embora a maior parte do metabolismo resulte em detoxificacédo, alguns HPAs sao
ativados formando espécies DNA-ligantes, principalmente diol epdxidos, que
podem dar inicio a um processo de carcinogénese. Os HPAs podem produzir
tumores tanto no local de contato quanto em local distante deste, e o potencial
carcinogénico do composto pode variar de acordo com a rota de exposicao (WHO,
1998).

As estimativas de risco associado aos HPAs e suas misturas s&o feitas com
base em estimativas de exposicdo e em resultados de estudos epidemiolégicos
(WHO, 1998).

19



4.3. HPAs em alimentos

A presenca de HPAs em alimentos deve-se principalmente a sua formacao
durante certos tipos de processamentos como defumacao, torrefacdo e secagem
direta com madeira, a poluicdo do ar e da agua, além de sua presenca em solos
terrestres e marinhos (WHO, 1998). Existem muitos estudos sobre a ocorréncia de
HPAs em diversos tipos de alimentos, incluindo Oleos vegetais, margarinas,
maionese, produtos lacteos, frutas, vegetais, produtos defumados, chas, café,
cereais, agua, alimentos de origem marinha, alimentos grelhados entre outros
(Grimmer & Bohnke, 1975; Lawrence & Weber, 1984; Birkholz et al., 1988;
Touminen et al. 1988; De Vos et al. 1990; Serra et al., 1995; Chen et al. 1996;
Kayali-Sayadi et al. 1996; Toledo & Camargo, 1998; Garcia-Falcén et al., 1999;
Camargo & Toledo, 2000; Camargo & Toledo, 2002a; Camargo & Toledo, 2002b;
Simko, 2002; Camargo & Toledo, 2003; Kishikawa et al. 2003; Yabiku et al. 2003,
Garcia-Falcon et al., 2005; Lin et al., 2005).

No caso dos 6leos vegetais, a presenca desses compostos é atribuida a
etapa de secagem dos graos, sendo a secagem a lenha a técnica que mais
contribui para a formacao dos compostos e sua presenca no produto final. Embora
a desodorizagao reduza os teores de HPAs, seu efeito ndo € substancial, sendo
necessario o controle do 6leo bruto ou a utilizacdo de carvao ativo para remocao
dos HPAs (Dennis et al., 1991; Camargo & Toledo, 1998).

A ocorréncia de HPAs em frutas e vegetais se deve principalmente a
poluicdo ambiental. Neste caso, o material particulado se deposita na superficie
destes, onde sao concentrados pela camada de cera através de adsorcao
superficial (WHO, 1998; Camargo & Toledo, 2002c). O nivel de contaminacao
depende da localizacao da plantacédo e da area de superficie do alimento exposta
a contaminagdo. As plantacbes situadas proximas a rodovias dao origem a
produtos com maiores teores de HPAs (Camargo & Toledo, 2002a).

A contaminacdo de cereais se da de maneira analoga a de frutas e
vegetais, sendo a éarea de cultivo um fator muito importante. Outra via de
contaminacao dos grdos € a secagem dos mesmos pela aplicacdo de gases de
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combustao, com os teores de HPAs variando em fungédo do tipo de combustivel
utilizado e das condicdes de sua queima (Camargo & Toledo, 2002b).

Em produtos defumados os HPAs sdo formados pela queima da madeira
utilizada no processo. A maior concentracdo de HPAs nesses produtos se da
imediatamente apds a defumacéao, apds o que a concentracdo diminui devido a
decomposicado na presenca de luz e a interagcdo com outros compostos. Os HPAs
podem penetrar no alimento, onde ficam protegidos da luz e do oxigénio; depois
de algum tempo, a concentracdo se estabiliza em um valor constante (Simko,
2002).

A contaminagdo do café ocorre no processo de torrefacdo dos graos.
Quando se prepara a bebida no modo tradicional (café coado em processo direto),
20 a 30% dos HPAs presentes no pd de café sdo extraidos para a bebida;
entretanto, quando o p6 de café é fervido juntamente com a agua antes da
filtracdo, forma-se um complexo HPA-cafeina que facilta a passagem dos
hidrocarbonetos para a bebida, resultando em um café com maiores niveis de
HPAs (Kruijf et al., 1987; Camargo & Toledo, 2002b).

O cha geralmente apresenta niveis superiores de HPAs em relagédo ao café
torrado; no entanto, apenas uma pequena quantidade € transferida para a bebida
durante a infusdo. A contaminacdo do cha se da devido a poluicdo ambiental
aliada a secagem direta das folhas de cha (Camargo & Toledo, 2002b; Camargo &
Toledo, 2002c).

A presenca de HPAs nos produtos de origem marinha se deve
principalmente a contaminagdo ambiental que ocorre através de derramamento ou
vazamento de 6leo, efluentes industriais, ou de deposicdo de HPAs da atmosfera.
Esses compostos sdo absorvidos e acumulados por organismos marinhos. Em
geral, os peixes apresentam maior capacidade de metabolizar os HPAs,
apresentando menor acumulo nos tecidos. Os moluscos, por sua vez, tendem a
apresentar maiores niveis de HPAs pois sdo incapazes de metaboliza-los e
excreta-los (Phillips, 1999; Camargo & Toledo, 2002c).

Quando alimentos sao preparados em contato com a chama, como

acontece com as carnes de churrasco, a gordura da carne pinga sobre o fogo,
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sofre pirdlise e entdo retorna a carne na forma de fumaca, carregando os HPAs
que contaminam a carne. Quanto maior o teor de gordura da carne, maior a
quantidade de HPAs presente no produto (Phillips, 1999; Camargo & Toledo,
2002c).

A tabela 1 apresenta a faixa dos niveis de benzo(a)pireno disponiveis na
literatura para alguns tipos de alimentos.

Tabela 1 - Niveis de benzo(a)pireno (B(a)P) reportados na literatura para alguns

alimentos.

Alimento B(a)P (ng/kg)
Alimentos defumados nd — 66,90
Alface 0,1-31,7
Oleo de oliva nd — 164,4
Oleo de soja nd — 42,90
Oleo de girassol nd — 8,0
Oleo de milho 1,51 - 58,9
Peixes e frutos do mar <0,005 - 4,54

Fonte: Camargo e Toledo (2002c).

4.3.1. HPAs em cana-de-acucar e derivados

A colheita de cana-de-agucar verde tem se expandido no Estado de Séao
Paulo nos ultimos anos. Na regiao de Ribeirdo Preto cerca de 70% dos 900
hectares de cana plantada sdo de areas mecanizaveis (onde a declividade do
terreno € menor que 12%, permitindo a utilizagdo de maquinas para o corte da
cana), sendo que 31% da area total de plantio foram colhidas mecanicamente em
2000 (Governo, 2001). No presente, 30% da cana-de-aglcar sao colhidas
mecanicamente nos principais Estados produtores da regidao Centro-Sul (Procana,
2005). Para a colheita mecanica da cana-de-agucar sdo utilizados modelos de
colhedoras para cana picada ou inteira, sendo que muitos desses modelos sédo
destinados a colheita de cana queimada, existindo também alguns modelos para a
colheita da cana verde (Tanaka, 1996; Pagnano, 1997). A colheita manual esta
normalmente associada a queima, que facilita o corte da planta e evita problemas
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para os cortadores de cana, como possiveis picadas de cobra (UNICA, 2005).
Apesar do aumento da colheita mecanizada no Brasil, a colheita da cana-de-
acucar ainda utiliza a queima dos canaviais como recurso.

O governo do Estado de Sao Paulo, através da Lei Estadual n.® 11.241 de
2002, regulamentou a colheita da cana, estabelecendo prazos de até 30 anos para
o fim das queimadas no Estado. Nas areas mecanizaveis, a queima deve ser
eliminada, a cada cinco anos, em 20%, 30%, 50%, 80% e 100% em relacao a area
cortada; dessa maneira, o fim das queimadas se dara em 2021. Nas areas nao
mecanizaveis, a eliminacdo tera um prazo maior, sendo também a cada cinco
anos, porém com percentuais de areas queimadas em relacdo as cortadas mais
brandos, resultando no fim das queimas em 2031 (GESP, 2002).

A pratica da queima dos canaviais antes da colheita introduz particulas de
palhico queimado na atmosfera, assim como inumeros compostos potencialmente
toxicos, entre eles os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Estes
compostos podem contaminar a cana-de-agUcar e, consequentemente, 0s
produtos obtidos de seu processamento (Serra et al. 1995, Zamperlini et al. 2000,
Godoi et al. 2004).

Em estudo realizado por Santos et al. (2002), bagagco e folhas de duas
diferentes variedades de cana-de-agucar foram queimadas sob fogo controlado e
amostras de fumaca foram coletadas em filtros e analisadas quanto a presenca de
15 HPAs. Na fumaca do bagaco foram encontrados 7 dos 15 HPAs estudados,
com niveis variando de 6,49 a 37,17 ng/m®. Nas amostras referentes as folhas
foram encontrados de 9 a 10 dos 15 HPAs estudados, com niveis variando de
2,26 a 368,79 ng/m>.

Em pesquisa realizada em Araraquara, SP, material particulado foi coletado
no campus da UNESP, por 10 dias, durante o periodo de colheita da cana-de-
acucar, em agosto de 2002. As amostras foram analisadas quanto a presenca de
17 HPAs. A soma dos HPAs analisados variou de 13,4 a 94,0 ng/m®, com média
de 49,3 ng/m®. Os HPAs que mais se destacaram foram o indeno(1,2,3-cd)pireno
e o benzo(ghi)pirileno, com 8,7 e 8,5 ng/m® respectivamente. A concentragdo
média de benzo(a)pireno encontrada no estudo (1,9 ng/m®) foi maior do que a
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encontrada no ar na cidade de Londres (Godoi et al., 2004). Em um trabalho
semelhante realizado em Campo dos Goytacazes, RJ, foram coletadas amostras
de aerossol no periodo de um ano em trés pontos da cidade. As amostras foram
analisadas quanto a presenca de 16 HPAs e a somat6ria deles variou durante o
ano sendo que os maiores valores foram encontrados durante o inverno: 179,6;
336,17 e 354 ng/m° dependendo do local de coleta das amostras. Os
pesquisadores suspeitam de uma possivel relagao entre a queima dos canaviais e
os altos indices de HPAs nas amostras coletadas no inverno (Azevedo et al.,
2002).

Um estudo realizado em Sao José do Rio Preto, SP, avaliou a exposicéao
ocupacional a queima da cana-de-acucar e seus efeitos genotdxicos. Foram
investigados 42 trabalhadores rurais da regiao de Catanduva e um grupo controle
de trabalhadores da regidao urbana (todos nao-fumantes). Amostras de urina
destes trabalhadores foram coletadas nos periodos de safra e entressafra da
cana-de-acucar. Os resultados mostraram que oito amostras de urina dos
cortadores de cana foram mutagénicas ou apresentaram tragcos de
mutagenicidade. A autora relata que os cortadores de cana estéo
significativamente mais expostos aos HPAs e a compostos mutagénicos no
periodo de safra do que no periodo de entressafra ou em comparacao ao grupo
controle (Bosso, 2004).

Em pesquisa sobre a contaminacdo de cana-de-acucar e derivados por
HPAs foram analisadas diversas amostras (cana crua, cana queimada, caldo
misto, caldo sulfitado, agUcar mascavo, acucar demerara, agucar cristal, acucar
refinado e aguardente) quanto a presenca de benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno,
fenantreno e naftaleno (Serra et al.,, 1995). Entre as amostras de cana crua, cana
qgueimada, caldo misto e caldo decantado, os HPAs sé foram detectados na cana
queimada, com niveis de HPAs totais variando de 0,10 a 1,55 ug/kg. Entre os
produtos processados (acucares e aguardente), o Unico que nao apresentou
contaminacao foi o agucar refinado, sendo que os niveis de HPAs totais nos
demais variaram de 0,76 a 10,15 ug/kg. Os autores relataram um efeito positivo do

processo de refino na eliminacao destes compostos e recomendaram a realizacéao
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de estudos detalhados e dirigidos para os diversos produtos intermediarios e finais
do processamento de acgucar, evidenciando ainda a necessidade de incluir outros
HPAs no estudo.

Camargo e Toledo (2002a) determinaram os niveis de HPAs em 9 amostras
de acgucar refinado adquiridas no comércio. As amostras estavam contaminadas
com 5 dos 10 HPAs analisados, em niveis médios individuais variando de 0,09 a
9,29 ug/kg, sendo que a soma dos 5 HPAs encontrados foi de 15,44 ug/kg. Na
avaliacao da exposicédo diaria a estes compostos através da dieta, os acucares
foram o segundo grupo que mais contribuiu para a ingestdo dos 10 HPAs pela
populacéo brasileira (0,95 pg/pessoa/dia), sendo também responsaveis por 20%
da ingestao diaria dos HPAs carcinogénicos avaliados (Camargo, 2001).

A literatura internacional ndo apresenta dados sobre a contaminacao de
acucar de cana por HPAs. Existem alguns trabalhos que reportam a presenca de
benzo(a)pireno em acgucar, mas nao € especificado a que tipo de acucar se refere
exatamente. Kazerouni et al. (2001) determinaram 0,15 ug/kg em acucar e De Vos
et al. (1990) reportaram um nivel médio 0,15 pug/kg e um nivel maximo de 0,4
ug/kg para o grupo de agucar e adocgantes.

Em estudo realizado na USP de S&o Carlos sobre a presenca de HPAs em
aguardentes, 28 amostras de cachaca foram analisadas quanto ao teor de 16
HPAs. As médias variaram de 0,9 ug/L (benzo(a)antraceno) a 9,0 ug/L (naftaleno).
O mesmo estudo comparou os teores de HPAs nas bebidas produzidas a partir de
cana-de-acucar queimada e nao-queimada, e os resultados indicaram maior teor
de HPAs nas aguardentes que utilizaram cana-de-agucar queimada no seu

processamento (Bettin, 2001; Bettin & Franco, 2005).

4.4. Métodos de analise
Existem diversos métodos para determinacdo de HPAs em alimentos e
estes envolvem, usualmente, etapas de saponificagdo, extracdo com solventes,

concentracéao do extrato, purificacdo e determinacgéo.
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4.4.1. Extracao

A escolha do método para a extracdo depende principalmente da matriz do
alimento. Oleos e gorduras se dissolvem faciimente em solventes apolares,
podendo ser submetidos diretamente a uma particdo liquido-liquido (Larsson,
1986). Alimentos com alto teor de proteinas necessitam de uma etapa prévia de
saponificacao, que pode aumentar em até 60% a quantidade de HPAs extraidos
dessas matrizes (Grimmer & Bohnke, 1975).

Os solventes organicos mais utilizados na extracdo sao cicloexano,
isoctano, hexano e triclorofluoretano (Grimmer & Bohnke, 1975; Dennis et al.,
1983; Grimmer & Jacob, 1987; Garcia-Falcon et al., 1999; Camargo, 2001).

Muitos autores baseiam os seus métodos de extragao naquele proposto por
Grimmer e Bohnke (1975) que envolve as etapas de saponificacao, extragdo com
cicloexano, particdo liquido-liquido com N,N-dimetilformamida-agua (9:1, v/v) e
limpeza em coluna de vidro empacotada com silica-gel. Adaptagdes do método
original tém sido utilizadas para determinacdo dos HPAs em diferentes tipos de
alimentos (Dennis et al., 1983; Lawrence & Weber, 1984; Larsson, 1986; De Vos
et al., 1990; Speer et al., 1990; Serra et al., 1995; Husain et al., 1997; Toledo &
Camargo, 1998; Garcia-Falcon et al., 1999; Camargo & Toledo, 2000; Camargo &
Toledo, 2002a; Camargo & Toledo, 2002b; Camargo & Toledo, 2003).

4.4.2. Determinacao cromatografica

Varios métodos analiticos tém sido descritos para a determinagéao de HPAs,
entre eles a cromatografia em camada delgada (Grimmer & Hildebrandt, 1972;
Kazerouni et al., 2001), a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

Ao se fazer uso da cromatografia gasosa, em geral emprega-se uma coluna
capilar. Entre os detectores sdo usados o de ionizagdo de chama, o de captura de
elétrons e o de fotoionizagao (Bartle, 1991). Outra opgao é a cromatografia gasosa
capilar acoplada ao espectrobmetro de massas (CG-MS), que apresenta alta
sensibilidade e resolucao, permitindo também a identificacdao e confirmagédo de
identidade dos diferentes hidrocarbonetos na amostra (Bartle, 1991). Este método
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tem sido empregado por diversos autores, em varias matrizes (Grimmer & Bohnke,
1975; Speer et al., 1990; Nyman et al., 1993; Husain et al., 1997).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia tem
sido amplamente utilizada na determinacdo de HPAs em alimentos (Dennis et al.,
1983; De Vos et al., 1990; Serra et al., 1995; Kayali-Sayadi et al., 1996; Pupin &
Toledo, 1996; Toledo & Camargo, 1998; Garcia-Falcon et al., 1999; Camargo &
Toledo, 2000; Camargo & Toledo, 2002a; Camargo & Toledo, 2002b; Weibhaar,
2002; Camargo & Toledo, 2003; Kishikawa et al., 2003; Lage-Yusty & Coritzo-
Davina, 2005). Esta técnica apresenta inUmeras vantagens sobre as outras,
principalmente na determinacdo simultdnea de varios HPAs. Entre as vantagens
obtidas sao citadas: sensibilidade, alta especificidade do detector de fluorescéncia,
determinacado dos HPAs de alta massa molar que apresentam baixa volatilidade e
limite de deteccdo na ordem de ng/kg (Bartle, 1991; WHO, 1998). Entre as
colunas, a de fase reversa (C18) polimérica tem se mostrado muito eficiente na
separacao dos HPAs. Estudos realizados com 16 HPAs mostram que a coluna
C18 polimérica separa todos os compostos, enquanto que na monomérica 0s
pares de isbmeros criseno e benzo(a)antraceno, benzo(ghi)pirileno e indeno(1,2,3-
cd)pireno, benzo(b)fluoranteno e benzo(k)fluoranteno ndo sdao bem resolvidos
(Wise et al., 1993). A fase movel utilizada € normalmente uma mistura de
acetonitrila ou metanol com agua (Lawrence & Weber, 1984; Kicinski et al., 1989;
Bartle, 1991; Chen et al., 1996).

4.5. Legislacao

No ambito do Codex Alimentarius tem sido manifestada por inUmeros
paises a necessidade de se estabelecer limites para HPAs em alimentos, sendo
este tema considerado prioritdrio dentro do Comité do Codex para Aditivos
Alimentares e Contaminantes (CCFAC).

No Brasil, a legislagdo vigente determina que os aromatizantes/aromas de
fumaca nao poderdo resultar em mais de 0,03 pg/kg de benzo(a)pireno no
alimento final. Para fins de controle analitico, esse valor serd determinado a partir

do benzo(a)pireno presente no aromatizante/aroma de fumaca utilizado e da dose
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deste ultimo no alimento/produto pronto para o consumo (Brasil, 1999). A portaria
n® 36 de 19 de janeiro de 1990 estabelece o limite maximo de 0,01 ug/L de
benzo(a)pireno em aguas potaveis (Brasil, 1990).

A Comissao da Comunidade Européia, em fevereiro de 2005, estabeleceu
niveis maximos para benzo(a)pireno em alguns alimentos como: peixes, 6leos e
gorduras (2,0 ug/kg), crustaceos, carnes e peixes defumados (5,0 ug/kg),

moluscos bivalves (10,0 ug/kg) e alimentos infantis (1,0 ug/kg) (CEC, 2005).
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DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS IN CANE SUGAR
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Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in cane sugar

Abstract
Different brands and types of commercial cane sugar available on the Brazilian
market were analysed for 5 polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by HPLC-FL.
PAHs were detected in 57% of the samples at levels ranging from not detected to
1.35 pug/kg. The most representative PAH was benz(a)anthracene, found in 51% of
the analysed samples, while dibenz(a,h)anthracene was not detected. The results
indicate that the practice of burning sugar cane before harvest may be responsible
for the presence of PAHs in commercial cane sugar and suggests that the levels of
PAHs residues in the final product depend on the amount of burnt sugar cane

being processed and on the steps involved in the sugar refining process.
Keywords: PAH, sugar cane, HPLC

1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) constitute a large class of organic
compounds containing two or more fused aromatic rings. Hundreds of individuals
PAHs may be formed during incomplete combustion or pyrolysis of organic matter
(WHO, 2005). They occur as contaminants in different food categories such as
dairy products, vegetables, fruits, oils, cereals and smoked meat (De Vos, Van
Dokkum, Schouten & Jong-Berkhout, 1990, Simko, 2002, Camargo & Toledo,
2002, Camargo & Toledo, 2003). The sources of PAHs in food are mainly from
environmental pollution and from food processing (drying, smoking) and cooking
(roasting, grilling, frying) (WHO,1998, WHO, 2005).

PAHs have attracted most attention because of the carcinogenic potential
presented by some of them. In the 64 Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) the Committee reviewed all information relevant to the
toxicology, epidemiology, intake assessment, analytical methodology, formation,
fate and occurrence of PAHs in food. Overall, the Committee concluded that 13
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PAHs were clearly carcinogenic and genotoxic, including the five selected for this
study: benz(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene,
benzo(a)pyrene and dibenz(a,h)anthracene. The Committee decided to apply a
surrogate approach to the evaluation, in which benzo(a)pyrene was used as a
marker of exposure to, and effect of, the 13 genotoxic and carcinogenic PAHs. The
conclusion of the Committee was that the estimated intakes of PAHs were of low
concern for human health. The JECFA also recommended the Codex Committee
on Food Additives and Contaminant to consider developing appropriate source
directed measures to reduce the contamination with PAHs during drying and
smoking processing (CAC, 2005, WHO, 2005).

Brazil is the world largest sugar producer: in the 2004/2005 season 380
million tons of sugar cane were processed, producing 24 million tons of sugar
(Procana, 2005). At harvesting season the crops are usually burnt in order to
facilitate manual harvest and to increase the sugar content by weight due to water
evaporation (Zamperlini, Santiago-Silva & Vilegas, 2000). Studies conducted in
Brazil suggest that sugar cane burning is an important source of PAHs emission
(Santos, Azevedo & Neto, 2002, Azevedo, Santos & Neto, 2002, Godoi et al.,
2004) and has been associated to the presence of this contaminants in burnt sugar
cane and its by-products (Serra, Pupin & Toledo, 1995).

There are various analytical methods used for the determination of PAH in
several food matrices (Speer, Steeg, Horstmann, Kiihn & Montag, 1990, Nyman,
Perfetti, Joe-Jr & Diachenko, 1993, Chen, Wang & Chiu, 1996, Garcia-Falcon,
Gonzalez-Amigo, Lage-Yusty & Simal-Lozano, 1999, Welbhaar, 2002, Camargo &
Toledo, 2003). The most common analytical procedure is high performance liquid
chromatography (HPLC) with fluorescence detection, which has been used widely
in many laboratories (Lawrence & Weber, 1984, Garcia-Falcén et al., 1999,
Camargo & Toledo, 2003, Kishikawa, Wada, Kuroda, Akiyama & Nakashima,
2003).

The objective of the present study was to determine the levels of 5 PAHs
(benz(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene
and dibenz(a,h)anthracene) in different brands and batches of commercial cane
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sugar available in the Brazilian market. The sugars analysed were: brown,
demerara, organic, white crystal sugar (0.6 to 0.7 mm granules size) and refined

white sugar (0.1 to 0.2 mm granules size).

2. Material and Methods

2.1. Standards and Reagents

PAHs standards were purchased from Aldrich Chemical Co.
(benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene) and Supelco, Inc.
(benz(a)anthracene and dibenz(a,h)anthracene). Cyclohexane and N,N-
dimethylformamide (HPLC grade) were from Tedia Company Inc. Acetonitrile
(HPLC grade) and anhydrous sodium sulfate were from J.T Baker. The silica gel
used (70-230 mesh, ASTM) was obtained from Merck AS Chemical Industries.
Water was obtained from a Millipore Milli-Q water purification system.

2.2. Samples

Different brands and batches of commercial cane sugar were purchased at
supermarkets in the cities of Campinas and Ribeirdo Preto (SP, Brazil) in the year
2003. The following 57 samples were analysed: 15 samples of refined white sugar
(3 batches of 5 brands), 9 samples of white crystal sugar (3 batches of 3 brands), 3
samples of demerara sugar (3 batches of 1 brand), 12 samples of brown sugar (3
batches of 4 brands) and 18 samples of organic sugar (3 batches of 6 brands). All

samples were analysed in duplicate.

2.3. Extraction and clean up

Extraction and clean up procedures were based on the method described by
Speer et al (1990).

A volume of 100 ml of cyclohexane was added to 25 g sample of sugar and
homogenised in a high-speed homogeniser (Turratec TF-102, Tecnal, Brazil) for 1
min. The mixture was then stirred on a mechanical shaker for 30 min. The material

was filtered and transferred into a 500 ml separating funnel and extracted with
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three aliquots of N,N-dimethylformamide-water (9:1, v/v) (50, 25 and 25 ml). Then,
a 100 ml of a 1% sodium sulfate solution was added to the combined extract, and
re-extracted with 50, 35 and 35 ml aliquots of cyclohexane. The combined solution
was washed twice with 40 ml of water, dried with anhydrous sodium sulfate and
concentrated on a rotary evaporator to 5 ml at 40°C.

The concentrated extract (5 ml) was purified by column chromatography on
silica gel. A glass column (200 x 10 mm i.d.) was packed with 5 g deactivated silica
gel (15% water) and 2.5 g anhydrous sodium sulfate on the top. The 5 ml extract
was applied to the top of the column and eluted with 85 ml cyclohexane. The first
10 ml was discarded and the 10-85 ml fraction was concentrated to about 1 ml on
a rotary evaporator at 40°C, and dried under a flow of nitrogen. Finally the residue

was dissolved in 2 ml acetonitrile.

2.4. HPLC

The analysis was carried out using a Waters HPLC apparatus equipped with
a 600 Controler pump, a in-line degasser, 717 plus autosampler and a 474
fluorescence detector (excitation wavelength 290 nm and emission wavelength 430
nm). A C18 column (Vydac 201 TP54, 250 x 4.6 mm, 5um patrticle size) at 30°C
was used and the mobile phase consisted of 75% acetonitrile and 25% water at a
flow rate of 1 ml min™. The injection volume was 30ul. Peaks were identified by

comparing the retention time with that of the standard and by co-chromatography.

2.5. Quantification

The external standard plot method was used. Duplicate injections of 30ul
PAHs standard solutions were used to construct linear regressions lines (peak
area ratios versus PAH concentration). Limits of detection for each PAH
(expressed as pg/kg) were calculated as three times the standard deviation at

lowest level of measurment, following Taylor guidelines (1987).
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2.6. Recovery study

Recovery experiments were carried out by spiking samples of refined,
crystal and brown sugar with three different concentrations of PAHs standard
solution ranging from 0.3 to 3.0 ug/kg. The spiked samples as well as the unspiked
controls were analysed in duplicate. Recoveries were calculated from the
differences in total amounts between the spiked and unspiked samples. The
repeatability of the method was evaluated through the coefficients of variation (CV)
associated to measurements of each PAH performed during recovery tests.

3. Results and Discussion

The mean recovery, CV and detection limits for benz(a)anthracene (B(a)A),
benzo(b)fluoranthene (B(b)F), benzo(k)fluoranthene (B(k)F), benzo(a)pyrene
(B(a)P) and dibenz(a,h)anthracene (D(ah)A) are presented in Table 1. Recoveries
obtained for different PAH ranged from 74.1 to 85.9% and CV ranged from 5 to
22.3%. These results are considered satisfactory for determinations at ug/kg levels
(Horwitz, Kamps & Boyer, 1980, Jenke, 1996).

Table 1- Detection limit, recovery (R) and coefficient of variation (CV) of PAHs in different types of sugar

PAH detection Refined sugar Crystal sugar Brown sugar
limit (1g/kg) g gy CV (%) R* (%) CV (%) R* (%) CV (%)
B(a)A 0.03 79.7 14.2 84.0 22.3 85.3 7.6
B(b)F 0.01 80.1 16.8 81.5 16.3 82.3 18.8
B(k)F 0.01 741 5.0 85.3 7.8 77.8 9.2
B(a)P 0.06 75.4 20.0 85.9 10.4 76.2 18.8
D(ah)A 0.17 77.2 11.2 82.4 16.2 80.3 3.4

*Mean recovery of three different concentrations
B(a)A: benz(a)anthracene, B(b)F: benzo(b)fluoranthene, B(k)F: benzo(k)fluoranthene, B(a)P: benzo(a)pyrene,

D(a,h)A: dibenz(a,h)anthracene

Table 2 shows the levels of PAHs determined in different types of cane
sugar. The reported values were not corrected for recovery. PAHs were detected in
57% of the analysed samples with summed levels ranging from not detected to

1.35 ug/kg. The most representative PAH was benz(a)anthracene, found in 51% of
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the sugar samples, while dibenz(a,h)anthracene was not detected in any analysed
sample.

Table 2 Mean PAHSs levels in cane sugar samples.

Mean Concentration of PAHs (ug/kg)*

(range)
Sample B(a)A B(b)F B(k)F B(a)P D(ah)A >. PAHs
Refined sugar 0.019 0.078 nd 0.015 nd 0.113
(n=15) (nd —0.076) (nd —1.036) (nd —0.082) (nd —1.147)
Demerara nd 0.018 nd 0.044 nd 0.062
sugar (n=3) (nd —0.037) (nd —0.071) (0.017—-0.108)
Crystal sugar 0.313 0.210 0.011 0.295 nd 0.829
(n=9) (0.072—-0.754) (0.099-0.291) (nd—0.027) (0.140 — 0.406) (nd —1.351)
Brown sugar 0.134 0.109 0.036 0.134 nd 0.413
(n=12) (nd — 0.495) (nd — 0.249) (nd —0.094) (nd —0.314) (nd-1.110)
Organic sugar 0.104 0.046 0.002 0.062 nd 0.214
(n= 18)3 (nd — 0.552) (nd —0.263) (nd —0.016) (nd —0.378) (nd —1.175)

2 Al organic sugar (brown, demerara and refined) were included
nd — not detected (detection limits on table 1)
* Mean values were calculated assuming nd as zero

B(a)A: benz(a)anthracene, B(b)F: benzo(b)fluoranthene, B(k)F: benzo(k)fluoranthene, B(a)P: benzo(a)pyrene,
D(a,h)A: dibenz(a,h)anthracene

There was a significant variation in summed PAHs levels when comparing
different types of sugar and different brands and batches of the same sugar. This
variation could be related to two factors: 1) differences in processing: white sugar
(refined and crystal) is submitted to a clarification and a floatation steps during
processing, which is believed to decrease PAHs levels in the final product (Serra,
Pupin & Toledo, 1995), whereas brown sugar is not clarified and the natural
molasses are left in; 2) differences on the type of sugar cane (burnt or not burnt)
used in the process: nowadays 30% of the sugar cane cultivated in the main
Brazilian producer areas is mechanical harvested without prior burning (ProCana,
2005). As the sugar refining industries do not usually control the proportion of burnt
and not burnt sugar cane they process, this means that the sugar cane that is
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continuously fed into the process line may be burnt, not burnt or a mixture of both
in different proportions.

In a study conducted by Camargo and Toledo (2002) in Brazil, the mean
summed level of the same 5 PAHs in 9 samples of commercial refined white sugar
was 6.15 ug/kg, of which dibenz(a,h)anthracene contributed with 5.17 ug/kg. In the
present study, the levels of the 5 PAHs in the same foodstuff were relatively lower
and dibenz(a,h)anthracene was not detected in any sample thus illustrating the
differences mentioned before, and also suggesting seasonal variations.

Crystal sugar was the one that presented the highest mean level of summed
PAHs (0.83 ug/kg); this type of sugar is submitted to only one floatation process,
which can explain the higher levels when comparing with refined white sugar that is
submitted to floatation twice. When comparing the crystal sugar PAHs levels with
those of demerara and brown sugar, so far the only plausible explanation for the
higher levels in the former is the use of a relatively higher amount of burnt sugar
cane as raw material.

Surprisingly, PAHs were detected in 33% of the organic sugar samples,
which should be produced only from not burnt sugar cane. An explanation for that
could be the inapropriate use of burnt sugar cane on the process. Another
explanation colud be the deposition of airborne particles containing PAHs on the
sugar cane fields due to environmental pollution, in a way similar to the
contamination of raw fruits and vegetables (WHO, 1998, Camargo & Toledo 2003).

There is not much data available in the literature concerning the PAH
content in sugar and the available data do not clearly state to which sugar product
the level applies. Studies by Kazerouni, Sinha, Che-Han, Greenberg and Rothman
(2001) determined 0.15 ug B(a)P/kg sugar, and De Vos et al. (1990) reported for
sugar and sweets a mean value of 0.15 ug B(a)P/kg and a maximum value of 0.4
ug B(a)P/kg. These levels are relatively higher than the ones found for refined
sugar in this study. Serra et al. (1995), in a preliminary study regarding cane sugar
contamination by B(a)P, reported levels similar to those found in the present study:

0.15 pg/kg for brown sugar and 0.29 pg/kg for crystal sugar. Although B(A)P was
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not detected in refined sugar samples at the time, this could be due to differences
in the detection limit (0.10 pug/kg against 0.06 ug/kg in the present study).

According to the JECFA evaluation (WHO, 2005), sugar was not included
among the major foods containing higher concentrations of PAHs. Analytical data
used by the Committee in the evaluation was provided by different countries which
may or not consume or produce cane sugar. In certain countries, specially in
Europe, beet sugar is mostly consumed. Nevertheless, cane sugar may contain
PAHs, as shown in this study, and could contribute significantly to the daily intake
of PAHSs if the consumption of sugar is high. In Brazil for ex., where the per capita
mean consumption of cane sugar is estimated to be approximately 58 kg/year
(Genebra, 2004), cane sugar may represent an important source of PAHs in the
diet.

4. Conclusion

The results indicate that the practice of burning sugar cane before harvest
may result in the presence of PAHs in cane sugar and suggests that the
processing of sugar cane may influence the levels of these contaminant in the final
product. In Brazil, there is already an effort from the Sdo Paulo State Government
to reduce the practice of cane burning: a State Regulation in force predicts a
gradual elimination of the practice in the State in a period of 20 to 25 years (GESP,
2002). A more detailed study is currently underway to clarify the role of sugar cane
burning and its subsequent processing in the content of PAHs in sugar cane by
products. Thus, it is recommended that appropriate sugar cane harvesting
practices be addressed in any document to be developed by CCFAC (Codex
Committee on Food Additives and Contaminants) on source directed measures
aimed to reduce food contamination with PAHSs.
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DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC
HYDROCARBONS IN CACHACA BY HPLC WITH
FLUORESCENCE DETECTION
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Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in cachaca by
HPLC with fluorescence detection

Abstract

Cachaca is a distilled alcoholic beverage obtained from sugar cane fermentation.
In this study, 25 brands of cachaca commercially available in Brazil were analysed
for the presence of 5 PAHs (benz(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene,
benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene and dibenz(a,h)anthracene). The
methodology involved liquid-liquid  extraction with  cyclohexane and
dimethyilformamide-water (9:1, v/v), clean up on silica gel column and
determination by high performance liquid chromatography using fluorescence
detection. PAHs peak identity was confirmed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). Variable levels of summed PAHs were detected in the
analysed samples, ranging from not detected to 1.94 ug/L. The results confirm the
presence of PAHs in cachaca and suggest that contaminated sugar cane may be
the source of PAHSs in sugar cane spirits.

Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbon, sugar cane spirits, cachaca, HPLC,
GC-MS

1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute a large class of organic
compounds containing two or more fused aromatic rings. During incomplete
combustion or pyrolysis of organic matter, hundreds of these substances may be
released in the environment. PAHs have been found as contaminants in different
food categories such as dairy products, vegetables, fruits, oils, coffee, tea, cereals
and smoked meat (Kruijf et al., 1987; De Vos et al., 1990; Pupin and Toledo, 1996;
Kazerouni et al., 2001; Simko, 2002; Camargo and Toledo, 2002; Camargo and
Toledo, 2003; Lin et al., 2005). Their presence in food originate mainly from

processing and cooking (smoking, roasting, baking, frying). Foods can also be
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contaminated by environmental PAHs that are present in the air (by deposition),
soil (by transfer) and water (by deposition and transfer) (WHO, 1998; WHO 2005).

PAHs have attracted most attention because of their carcinogenic potential.
During its 64" meeting the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) reviewed all information relevant to the toxicology, epidemiology, intake
assessment, analytical methodology, formation, fate and occurrence of PAHs in
food. Overall, the Committee concluded that 13 PAHs were clearly carcinogenic
and genotoxic, including the five selected for this study: benz(a)anthracene,
benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene and
dibenz(a,h)anthracene (WHO, 2005).

Cachaca is the denomination of a typical Brazilian distilled alcoholic
beverage produced from fermented sugar cane juice (Cardoso et al., 2004). In the
year of 2002, 1.3 billion litres of cachaca were produced, of which 14.8 million litres
were exported. This spirit is the second alcoholic beverage most consumed in the
country and the third most consumed in the world. There are almost 30 thousand
cachaga producers in Brazil and over 5 thousand cachaca brands available in the
market (PBDAC, 2005).

At harvesting season, most sugar cane plantation is burnt in order to
facilitate manual harvest and to protect rural workers from sharp leaves, insects
and poisonous snakes (Zamperlini et al., 2000; Godoi et al., 2004). Studies
conducted in Brazil have shown that sugar cane burning is an important source of
PAHs emission and could be responsible for the presence of these contaminants in
burned sugar cane and its by-products (Serra et al., 1995; Azevedo et al., 2002;
Santos et al.,, 2002; Godoi et al., 2004). In recent study by Bosso (2004), urine
samples from rural workers responsible for sugar cane manual harvest were
analysed. The author reported that, during harvesting season, these rural workers
are significantly more exposed to PAHs than during non-harvesting period and
than a control group.

The Brazilian regulation regarding maximum levels (ML) of PAHs in food
refers only to benzo(a)pyrene in liquid smoke (ML = 0.03ug/kg of the final product)
and drinkable water (ML = 0,01 ug/L) (Brasil, 1990). The European Union has

53



recently established maximum level of benzo(a)pyrene in different foodstuff such
as oils and fats (2.0 ug/kg), smoked meat, crustaceans (5.0ug/kg), bivalve
molluscs (10.0ug/kg) and infants and baby foods (1.0ug/kg) (CEC, 2005).

The objective of the present study was to determine the levels of 5 PAHs
(benz(a)anthracene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene
and dibenz(a,h)anthracene) in different brands of cachaga commercially available
in the Brazilian market. This beverage has not so far been considered a source of
exposure to PAH in the diet.

2. Material and methods

2.1. Standards and reagents

PAHs standards were purchased from Supelco Inc. (benz(a)anthracene and
dibenz(a,h)anthracene) and Aldrich Chemical Co. (benzo(b)fluoranthene,
benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene). Cyclohexane and N,N-dimethylformamide
(HPLC grade) were purchased from Tedia Company Inc.. Acetonitrile (HPLC
grade) and anhydrous sodium sulfate were purchased from J.T. Baker, silica gel
(70-230 mesh, ASTM) from Merck AS Chemical Industries. Water was obtained
from a Millipore Milli-Q water purification system.

2.2. Samples

Different brands of cachaca (25 samples) were purchased from
supermarkets and cachaca stores in the city of Campinas, State of Sao Paulo
(SP), in the years of 2004 and 2005. The chosen brands were those reported as
the most consumed in the region of SP and were produced in 7 different states of

the country. The collected samples were analysed in duplicate.
2.3. Extraction and clean up

Extraction and clean up procedures were based on the method described by
Speer et al. (1990).
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A 20 ml volume of the sample was transferred into a 500 ml separating
funnel and PAHs were successively extracted with three aliquots of cyclohexane
(50, 35 and 35 ml) and the combined solution with three aliquots of N,N-
dimethylformamide-water (9:1, v/v) (50, 25 and 25 ml). Subsequently 100 ml of a
1% sodium sulfate solution was added and re-extracted with 50, 35 and 35 ml
aliquots of cyclohexane. The combined extract was washed twice with 40 ml of
water, dried with anhydrous sodium sulfate and concentrated on a rotary
evaporator to 5 ml at 40°C.

The concentrated extract (5 ml) was purified by column chromatography on
silica gel. A glass column (200 x 10 mm i.d.) was packed with 5 g deactivated silica
gel (15% water) and 2.5 g anhydrous sodium sulfate on the top. The 5 ml extract
was applied to the top of the column and eluted with 85 ml cyclohexane. The first
10 ml was discarded and the 10-85 ml fraction was concentrated to about 1 ml on
a rotary evaporator at 40°C, and dried under a flow of nitrogen. The residue was
then dissolved in 2 ml acetontrile and analysed by HPLC with fluorescence
detection and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).

2.4. HPLC

The analysis was carried out using a Waters HPLC apparatus equipped with
a Model 600 Controler pump, an in-line degasser, a Model 717 plus autosampler, a
Model 474 fluorescence detector (excitation wavelength 290 nm and emission
wavelength 430 nm) and a Millenium 32 data processor. For separation, a C18
column (Vydac 201 TP54, 250 x 4.6 mm, 5um particle size) stable at 30°C was
used. The mobile phase consisted of 75% acetonitrile and 25% water at a flow rate

of 1 mI min™". The injection volume was 30 uL.

2.5. Peak identity confirmation by gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS)

Peaks were identified by comparing the retention time with that of the
standard and by GC-MS. The identification of PAHs was conducted on a Hewlett-
Packard (HP) 6890 gas chromatograph interfaced with a HP 5973 mass
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spectrometer selective detector equipped with an autosampler HP 7683 and a
Gerstel PTV injector. The analysis were performed by electron ionization (70 eV)
and data were acquired in the single-ion monitoring mode (SIM). A HP5-MS fused
capillary column (30m x 0.25mm i.d., 0.25um film coated with 95% methyl-5%
phenylpolysiloxane) and helium carrier at flow rate of 1.0 mL/min were used in the
separation. The PTV temperature program was as follows: 120°C, hold for 0.05
min, 500°C/min to 300°C, hold for 5 min. Injections of 1uL were performed in the
splitless mode and split valve was opened after 2 min. The GC oven temperature
was programmed from 120°C to 280°C at a rate of 5°C/min with a 26 min final
hold. Sample peaks were identified based on retention times on target ion
chromatograms and in relative abundance of the qualifiers ions selected for each
PAH in comparison with PAHs standards. The MS acquisition parameters are

summarised in table 1.

Table 1 — MS data acquisition parameters

PAH Retention time (min) lons monitored*
B(a)A 26.3 114, 150, 226, 228
B(k)F 31.2 126, 224, 252, 253
B(b)F 31.3 126, 224, 252, 252
B(a)P 32.5 126, 224, 250, 252
D(ah)A 38.5 139, 250, 276, 278

*

Compounds were identified based on the relative abundance of the qualifiers ions selected.

B(a)A: benz(a)anthracene, B(b)F: benzo(b)fluoranthene, B(k)F: benzo(k)fluoranthene, B(a)P: benzo(a)pyrene,
D(a,h)A: dibenz(a,h)anthracene

2.6. Quantification

The external standard plot method was used for quantification. Duplicate
HPLC injections of 30ul PAHs standard solutions were used to construct linear
regressions lines (peak area ratios versus PAH concentration). The detection limit
for each PAH was calculated following Taylor (1987) guidelines.
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2.7. Recovery study

Recovery experiments were carried out by spiking samples of cachaga with
three different concentrations of PAHs standard solution ranging from 0.6 to 3.0
pug/L. The spiked samples as well as the unspiked controls were analysed in
duplicate. Recoveries were calculated from the differences in total amounts of each
PAH between the spiked and unspiked samples. The repeatability of the method
was evaluated through the coefficients of variation (CV) associated to
measurements of each PAH performed during recovery tests.

3. Results and Discussion

The mean recovery, CV and detection limits for benz(a)anthracene (B(a)A),
benzo(b)fluoranthene (B(b)F), benzo(k)fluoranthene (B(k)F), benzo(a)pyrene
(B(a)P) and dibenz(a,h)anthracene (D(ah)A) are presented in table 2. Recoveries
obtained for different PAH ranged from 70.0 to 96.7% and the CV ranged from 11.5
to 21.3%. These results are satisfactory for determinations at ug/L levels (Horwitz
et al., 1980; Jenke, 1996). Results reported for PAHs were not corrected for

recovery.

Table 2 — Detection limit, mean recovery (R) and coefficient of variation (CV) of PAHs in cachaga.

PAH Detection Limit (ug/L) R* (%) CV (%)
B(a)A 0.007 70.7 14.1
B(b)F 0.007 80.2 12.6
B(k)F 0.006 96.7 12.0
B(a)P 0.011 74.5 11.5
D(ah)A 0.090 70.0 21.3

*Average of three different concentrations.
B(a)A: benz(a)anthracene, B(b)F: benzo(b)fluoranthene, B(k)F: benzo(k)fluoranthene, B(a)P: benzo(a)pyrene,

D(a,h)A: dibenz(a,h)anthracene

Table 3 shows the levels of PAHs determined in different brands of cachaca
and their respective producer state. Benz(a)anthracene and benz(b)fluoranthene
were the most representatives PAHs, detected in 96% of the analysed samples,
while dibenz(a,h)anthracene was detected in 28% of the samples. Only one
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cachaca sample was not contaminated with any of the 5 PAHs. Mean levels of
summed PAHs were within the range of not detected to 1.94 ug/L. Samples of
cachaca produced in the state of Ceara presented the highest mean levels of
summed PAHs and the narrowest range of values (figure 1). The wider variation in
the levels of PAHs observed among samples of cachaca from the other states
could be related to different processing or differences on the type of sugar cane
(burnt or not burnt) used in the process. Nowadays 30% of the sugar cane
cultivated in the main Brazilian producer areas are mechanical harvested without
prior burning (ProCana, 2005). Other possible sources of contamination are: 1) the
contact of the product with coal tar: the use of reservoirs coated with coal tar to
store cachaga may result in the transfer of PAHs from the tar to the beverage; 2)
some cachaca brands have added sugar: the sugar used can be contaminated
with PAHs, resulting in their presence in the final product (Camargo & Toledo,
2002; Bettin, 2005; Tfouni & Toledo; 2005).

There is not much data available in the literature concerning PAHs content
in cachaca or any other sugar cane spirit. Serra et al. (1995), analysed two
samples of cachaga for the presence of B(a)P and B(a)A and reported levels of
contamination similar to those found in the present study: 0.27 and 0.40 pg/L for
B(a)P and 0.49 and 0.50 pg/L for B(a)A. In another study, 30 cachaga samples
were analysed for the presence of 16 PAHs (Bettin, 2001; Bettin & Franco; 2005).
For the same 5 PAHSs, the reported levels ranged from not detected (nd) to 5.0
ug/L (B(a)A), nd-9.0 pg/L (B(b)F), nd-9.0 ug/L (B(k)F), nd-6.0 ug/L (B(a)P) and nd-
5.0 pug/L (D(ah)A). The authors also reported that cachaga produced from burnt
sugar cane had higher PAHs levels than those processed from not burnt sugar
cane. In the present study, the levels of the 5 PAHs in cachaga were relatively
lower than the ones reported by Bettin (2001), which are at present the only known
published data on the occurrence of PAHs in cachaca in Brazil.

Taking into consideration the various origins of the cachaca available in the
Brazilian market, a more comprehensive study is needed in order to generate data
that better reflect the extremely variety of cachaca available (over 5000 brands) as
well as the influence of the different manufacture processes used by producers.
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Table 3 — Levels of PAHs in cachaga from various Brazilian Federal States.

Mean Concentration of PAHs (ug/L) (SD)

Sample  State B(a)A B(b)F B(k)F B(@P  p(an)A X PAHs
1 SP 0.30 (0.02)  0.45 (0.02) nd 0.21 (0.03) nd 0.96
2 0.32(0.09)  0.30(0.02)  0.01(0.00)  0.16 (0.01) nd 0.78
3 0.28 (0.03)  0.49 (0.10) nd 0.23(0.01)  0.21 (0.06) 1.21
4 0.38(0.01)  0.49(0.03)  0.05(0.01)  0.30(0.02)  0.38 (0.06) 1.59
5 0.10 (0.02)  0.03 (0.01) nd 0.02 (0.00) nd 0.15
6 nd nd nd nd nd
7 0.04 (0.00)  0.03 (0.00) nd nd nd 0.07
8 CE 0.35(0.05)  0.75(0.06)  0.02(0.01)  0.36(0.03)  0.43 (0.25) 1.91
9 0.23(0.00)  0.63 (0.02) nd 0.32(0.01)  0.60 (0.02) 1.78
10 0.39(0.01)  0.83(0.11)  0.02(0.00)  0.35(0.01)  0.34(0.17) 1.94
11 PE 0.11(0.00)  0.23(0.02) nd 0.09 (0.03) nd 0.43
12 0.09 (0.00)  0.05(0.01)  0.04(0.00)  0.07 (0.00) nd 0.25
13 0.21 (0.01)  0.60(0.05)  0.28(0.02)  0.15(0.00)  0.17 (0.05) 1.41
14 0.08 (0.00)  0.07 (0.00)  0.05(0.00)  0.10 (0.00) nd 0.30
15 0.07 (0.01)  0.07 (0.00)  0.05(0.00)  0.10 (0.00) nd 0.28
16 MG 0.02 (0.00)  0.53(0.00) nd 0.03 (0.00) nd 0.10
17 0.11(0.00)  0.05(0.01)  0.05(0.00)  0.08 (0.00) nd 0.29
18 0.06 (0.00)  0.02(0.00)  0.04(0.00)  0.07 (0.00) nd 0.20
19 0.05(0.01)  0.04(0.01)  0.05(0.01)  0.08 (0.01) nd 0.21
20 0.15(0.01)  0.08(0.01)  0.06 (0.00)  0.09 (0.00) nd 0.38
21 PR 0.46 (0.02)  0.49(0.01)  0.06 (0.00)  0.29 (0.00)  0.14 (0.04) 1.44
22 0.05(0.00)  0.02(0.00)  0.04(0.03)  0.07 (0.00) nd 0.17
23 0.12(0.00)  0.07 (0.00)  0.04 (0.00)  0.08 (0.00) nd 0.31
24 sC 0.12(0.00)  0.07(0.00)  0.05(0.00)  0.09 (0.00) nd 0.32
25 RS 0.04 (0.01)  0.02(0.00)  0.02(0.00)  0.07 (0.00) nd 0.15

nd — not detected (detection limits on table 2).

SD - standard deviation

SP — Sdo Paulo, CE — Ceara, PE — Pernambuco, MG — Minas Gerais, PR — Parana, SC — Santa

Catarina, RS — Rio Grande do Sul.

B(a)A: benz(a)anthracene, B(b)F: benzo(b)fluoranthene, B(k)F: benzo(k)fluoranthene, B(a)P: benzo(a)pyrene,

D(a,h)A: dibenz(a,h)anthracene
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PAHs mean level (ug/L)

SP CE PE MG PR SC RS

State

Figure 1 — Mean values of summed PAHSs in cachacga from different Brazilian Federal States.
SP — Sao Paulo, CE — Ceara, PE — Pernambuco, MG — Minas Gerais, PR — Parana, SC — Santa
Catarina, RS — Rio Grande do Sul.

4. Conclusion

Results from previous and the present study confirm the presence of PAHs
in sugar cane by-products and suggests that the practice of burning sugar cane
before harvest may be the source of contamination. In Brazil, there has been an
effort of the S&o Paulo State Government to reduce the practice of sugar cane
burning: a State Regulation in force predicts a gradual elimination of the practice in
the State in a period of 20 to 25 years (GESP, 2002).

Taking into consideration the carcinogenic potential of PAHs any measure
directed to the reduction of these contaminants in the environment and in the diet

is highly desirable and should be strongly stimulated.
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Capitulo 4

ESTUDO DO EFEITO DO PROCESSAMENTO NA
CONTAMINACAO DE CANA-DE-ACUCAR E DERIVADOS
POR HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS
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Estudo do efeito do processamento na contaminacao de cana-de-acucar e
derivados por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sa&o compostos
formados a partir da queima incompleta de material organico e compreendem uma
importante classe de contaminantes ambientais, muitos deles comprovadamente
carcinogénicos. No presente estudo amostras de caldo de cana-de-acucar colhida
verde e cana colhida queimada e produtos intermediarios e finais do processo de
obtencdo do acucar de cana foram analisados para a presenca de 5 HPAs
carcinogénicos. Para a andlise dos compostos foi utilizada a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia. Os
resultados obtidos evidenciaram a presenca de HPAs em niveis relativamente
maiores nos caldos obtidos da cana queimada, o que confirma que a queima dos
canaviais é fonte de emissao de HPAs que podem ser transferidos para a cana-
de-acucar. A anadlise dos produtos intermediarios do processamento da cana
evidenciou uma reducao dos niveis de HPAs conforme a cana-de-aglcar passa
pelas diferentes etapas de processamento para obtencao de acucar (caldo misto,
caldo decantado, xarope, massa de primeira e acucar), indicando um efeito
positivo das etapas de clarificacdo, flotacdo e turbinagem na redugédo dos niveis
desses compostos no produto final.
Palavras-chave: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, cana-de-acucar,
processamento, CLAE.

SUMMARY
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) constitute a large class of environment
contaminants formed during incomplete combustion or pyrolysis of organic matter.
Many of these compounds are considered clearly carcinogenic and genotoxic. In
the present study, samples of sugar cane juice (produced with burnt and not burnt
sugar cane), intermediary products and by-products of the cane sugar industry
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were analysed for the presence of 5 PAHs. The analysis were carried out by HPLC
with fluorescence detection. Results show relatively higher levels of PAHs in cane
juice from burnt sugar cane samples. This confirm that the practice of burning
sugar cane before harvest is a source of PAHs emission in the environment which
may be transferred to the sugar cane. Analysis of intermediary products of the
process shows a decrease in the levels of PAHs along the cane sugar process
(cane juice, clarified cane juice, syrup and sugar). This indicates a positive effect of
clarification, floatation and centrifugation steps on the PAHs levels reduction on the
final product.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, sugar cane, processing, HPLC.

1 — INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) constituem uma ampla
classe de compostos formados a partir da queima incompleta de material organico
e sdo considerados importantes contaminantes ambientais. Estes compostos tém
sido muito estudados nos ultimos anos devido ao fato de muitos deles serem
potencialmente carcinogénicos [35, 36]. O JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS de
Peritos em Aditivos Alimentares), durante sua 642 reunido, realizada em 2005,
avaliou toxicologicamente o grupo dos HPAs e concluiu que 13 desses compostos
sao claramente carcinogénicos e genotdxicos, incluindo os 5 selecionados para o
presente estudo [36].

A presenca de HPAs em alimentos se deve principalmente a sua formacao
durante certos tipos de processamentos como defumacao, torrefacdo e secagem
direta com madeira, a poluicdo do ar e da agua e a sua presenca em solos
terrestres e marinhos [35]. Assim, os HPAs tém sido encontrados nas mais
diferentes categorias de alimentos, incluindo produtos como Oleos vegetais,
margarinas, maionese, produtos lacteos, frutas, vegetais, produtos defumados,
cha, café, acucar, cereais, agua, alimentos de origem marinha, alimentos
grelhados, entre outros. Os estudos publicados reportam a presenca de diferentes
HPAs em variados niveis de contaminacéo, indicando que nao ha um perfil padrao
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de contaminacéao por estes compostos [3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 18, 19, 20, 26,
27, 32, 37].

No Brasil, a produgao de acucar utiliza como matéria-prima a cana-de-
acucar, cuja colheita é feita principalmente apds a queima dos canaviais. Este
recurso € utilizado para eliminar a palha e a ponteira da cana e facilitar a colheita
manual, permitindo um maior acesso a cultura. Além disso, protege os cortadores
de cana de folhas afiadas, insetos e cobras e aumenta o teor de acucar devido a
evaporacao da agua [12, 14, 26, 38]. Ao mesmo tempo, a pratica da queima dos
canaviais antes da colheita introduz particulas de palhico queimado na atmosfera,
assim como inumeros compostos potencialmente téxicos, entre eles os HPAs.
Estes compostos podem contaminar a cana-de-agucar e, consequentemente, 0s
produtos obtidos de seu processamento [1, 14, 25, 26, 38].

O Brasil é o maior produtor mundial de cana e de agucar, seguido pela india
e a Austrdlia. O periodo de safra da cana € de maio a novembro na regido Centro-
Sul, e de setembro a margo na Norte-Nordeste. Assim, produz-se cana no pais o
ano todo [33]. Na safra 2004/2005, as usinas do pais processaram 380 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar produzindo 24 milhdes de toneladas de acgucar
destinadas aos mercados interno e externo. No ano de 2005 esta prevista a
exportacao de 14,3 milhées de toneladas de agucar. Atualmente, a Russia € o
maior importador de acucar brasileiro [24, 33].

O processamento da cana-de-acUcar para a producao de acucar segue
basicamente as seguintes etapas [21, 22, 23]:

e Colheita: a cana-de-acucar pode ser colhida verde (sem queimar) ou
gueimada, manualmente ou mecanicamente, inteira ou picada;

e Lavagem da cana (opcional) e preparo para moagem;

¢ Moagem: formacao do caldo misto;

e Clarificacdo: limpeza do caldo. Envolve basicamente as etapas de sulfitagdo
(adiciona-se SO, (dibéxido de enxofre) ao caldo), calagem (o caldo recebe leite
de cal) e adicdo de compostos poliméricos. O caldo € aquecido e ocorre

decantacdo e consequente formagao do caldo clarificado (ou decantado) que
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segue para a etapa de concentracdo. As impurezas sao concentradas em um
lodo que passa por um processo de filtracdo formando o caldo filtrado e a torta;

e FEvaporacéo: etapa de concentracao do caldo com formacao do xarope;

e Flotacao: etapa de limpeza com adicado de compostos poliméricos;

e Cozimento: etapa de concentragcdo com formagao da massa cozida (mistura de
sacarose e “mel”);

e Turbinagem: o agucar é separado do “mel” em turbinas;

e Secagem/Resfriamento;

e Acondicionamento (envase);

e Refino: o agucar cristal produzido nas usinas pode ser utilizado diretamente
pelas industrias ou seguir para as refinarias, onde € dissolvido em 4gua e sofre

novamente todo o processo de flotacdo até a obtengédo do acucar refinado.

Os tipos de acucar produzidos pelas usinas variam dependendo do
tamanho dos cristais de sacarose, do grau de clarificacdo do acucar e da
polarizagao, entre outros, conforme exemplificado a seguir:

e Acucar cristal

Pode ser comercializado dessa forma ou enviado as refinarias para obtencao
do acucar refinado amorfo. A granulometria dos cristais pode variar de 0,6 a 0,7
mm.
e Acucar VHP (very high polarization) e VVHP (very very high polarization)

Este acucar é utilizado como matéria-prima nas refinarias, sendo também um
produto de exportacdo. A diferengca entre o acucar VHP e VVHP esta na

polarizagdo minima destes produtos, 99% e 99,6% respectivamente.

A literatura internacional ndo apresenta dados especificos sobre a
contaminacdo de cana-de-acucar ou de acucar de cana por HPAs. No Brasil,
ensaios preliminares sobre a presenca de HPAs em cana-de-acucar e derivados
recomendaram a realizacdo de estudos detalhados e dirigidos para os diversos
produtos intermediarios e finais do processamento da cana-de-agucar [26].
Pesquisa mais recentemente conduzida por Camargo [5] identificou a presenca de
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HPAs em acucar de cana, sendo este alimento considerado a segunda maior fonte
de ingestdo destes contaminantes pela populagéo brasileira.

Em 1991, o JECFA recomendou a elaboracao de estratégias por parte das
industria e dos consumidores a fim de minimizar a exposicdo humana aos HPAs
[34] e em 2005 recomendou algumas praticas para redugédo dos niveis de HPAs
em alimentos durante processos de secagem e defumacdo. No presente, esta
sendo elaborado no ambito do Codex Alimentarius um Codigo de Pratica para a
redugé@o da contaminagéo de alimentos por HPAs [36].

Em vista desta realidade, torna-se importante o estudo dos processos de
obtencdo do agucar de cana identificando-se o0s provaveis pontos de
contaminacao, desde a colheita da cana até a obtencao do produto final. Também
€ necessario que seja estudada a influéncia de cada etapa do processamento da
cana no nivel inicial de contaminacdo, de forma a identificar as etapas que
possam estar envolvidas com a eliminagdo e/ou reducdo dos niveis destes
compostos e possibilitar que sejam recomendadas praticas que reduzam a
presenga de HPAs no produto final.

Desta forma, o objetivo do presente estudo € analisar o caldo de cana-de-
acucar verde e queimada e produtos intermediarios e finais do processo de
obtencdo do acgucar de cana quanto a presenca dos seguintes HPAs:
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e
dibenzo(ah)antraceno.

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 — Materiais

2.1.1 — Amostras

Duas usinas de acucar e alcool do Estado de Sao Paulo colaboraram com o
estudo fornecendo as amostras necessarias, que foram coletadas em 3 safras
destintas (2003, 2004 e 2005). Uma das usinas produz agucar cristal branco como
produto final (usina A) e a outra produz agucar VHP (usina B).
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O estudo foi conduzido em duas etapas. Em estudo preliminar, realizado
para se delinear o plano de amostragem e conduzido junto a usina A no ano de
2003, foram coletadas amostras nos seguintes pontos do processamento: caldo
misto, caldo sulfitado, caldo caleado, caldo decantado, xarope, massa de primeira
e acgucar cristal. A coleta dessas amostras foi feita em 3 momentos de um mesmo
dia de modo a verificar a existéncia de variacao diaria.

Ao se verificar que ndo houve variagdo nos teores de HPAs durante um
mesmo dia foi estabelecido um plano de coleta. Foram feitas 3 coletas de
amostras durante a safra de 2004 (nos meses de junho, setembro e novembro)
em varios pontos do processamento. Foram coletadas amostras dos seguintes
produtos: caldo misto, caldo decantado, xarope e massa cozida. Foram coletadas
adicionalmente em uma das usinas, em épocas diferentes, 5 amostras de caldo de
cana-de-acucar colhida verde e queimada. As usinas também forneceram 6
amostras, coletadas em diferentes épocas do ano de 2004, do seu produto final
(acucar cristal e acucar VHP). Adicionalmente, na safra de 2005 foram coletadas
apenas amostras de lodo, caldo filtrado e “mel”, os quais, no decorrer da pesquisa,
foram identificados como importantes para interpretacdo dos resultados que
estavam sendo obtidos.

Todas as amostras foram analisadas quanto a presenca dos seguintes
HPAs: benzo(a)antraceno (B(@)A), benzo(b)fluoranteno (B(b)F),
benzo(k)fluoranteno (B(k)F), benzo(a)pireno (B(a)P) e dibenzo(ah)antraceno
(D(ah)A).

2.1.2 — Solventes e reagentes

Os padroes de B(a)A e D(ah)A foram adquiridos da Supelco Inc. e os
demais foram obtidos da Aldrich Chemical Co. Os solventes e reagentes utilizados
foram acetonitrila grau cromatografico (JT Baker); cicloexano e dimetilformamida
grau cromatografico (Tedia Company Inc.); sulfato de sodio anidro e silica gel 60
(70-230 mesh, ASTM) da Merck AS Chemical Industries. A agua utilizada foi
obtida através de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore Co.).
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2.2 — Métodos

2.2.1 — Extracao e limpeza
A metodologia utilizada para extragao dos HPAs foi baseada nos métodos
de Speer et al. [28] e Grimmer e Bohnke [15]. O método de extragao utilizado

variou de acordo com a amostra analisada, conforme descrito a seguir:

Lodo, caldo filtrado, “mel” e massa de primeira

As amostras foram homogeneizadas e pesadas (25g) em erlenmeyer,
adicionaram-se 100 mL de hidroxido de potassio metandlico (2 mol/L), agitou-se
por 60 min e deixou-se em descanso por uma noite. O material foi filtrado em funil
de Buchner, transferido para um funil de separacao e extraido com 2 porcdes de
100 ml de cicloexano. Juntaram-se as por¢des de cicloexano e lavou-se a fase
organica primeiramente com 100ml de metanol-agua (1:1, v/v) e a seguir com 100

ml de agua.

Caldo misto, caldo decantado e xarope

As amostras foram homogeneizadas, pesadas (25g) e transferidas para um
funil de separacao. O material foi extraido com 3 porcdes de cicloexano (50, 35 e
35 mL) e os extratos foram combinados.

Acucar

As amostras homogeneizadas e pesadas (25g) foram adicionados 100 mL
de cicloexano, a mistura foi homogeneizada por 1 min em um homogeneizador
Turratec TF-102 (Tecnal) e a seguir foi deixada sob agitacdo por 60 min. O
material foi filtrado e transferido para um funil de separagéo.

Para todas as amostras, ap6s a etapa descrita acima, os HPAs foram
extraidos sucessivamente do cicloexano com 3 por¢des de dimetilformamida-agua
(9:1, v/v) (50, 25 e 25 mL). Adicionaram-se ao extrato combinado 100 mL de
solucdo aquosa de sulfato de sddio 1% e este foi re-extraido com 3 porcoes de

72



cicloexano (50, 35 e 35 mL). Em seguida foi feita uma lavagem com agua, sendo a
agua residual removida com sulfato de sédio anidro. O extrato foi entéo
concentrado a vacuo em um evaporador rotativo a 40°C.

Para a limpeza dos extratos foi utilizada uma coluna de vidro empacotada
com silica gel (desativada com 15% agua) e eluicdo do extrato com cicloexano. O
volume foi recolhido em um baldao de fundo redondo, concentrado em evaporador
rotativo, seco sobre fluxo de nitrogénio e suspenso em 2 mL de acetonitrila para
posterior inje¢cdo no cromatdgrafo.

2.2.2 — Determinacao cromatografica

A analise dos HPAs foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi
utilizado um sistema cromatografico Waters composto de bomba quaternaria
modelo 600, degaseificador em linha, injetor automatico modelo 717 e detector de
fluorescéncia 474. Os dados foram adquiridos e processados através do software
Millenium 32. Para a separacdo dos compostos foi empregada uma coluna C18
polimérica (Vydac 201 TP54, 25cm, 4,6mm d.i., particulas de 5um, estabilizada a
30°C) e fase movel composta por acetonitrila-agua (75:25, v/v) a um fluxo de
1mL/min. A deteccéao foi feita em comprimentos de onda de 290 nm (excitacao) e
430 nm (emissao). O volume de injecao foi de 30 uL. Para a quantificacao foi
utilizado o método de padronizacdo externa. A identidade dos compostos foi
confirmada através da comparacdo dos tempos de retencdo dos picos das
amostras com os dos padrdes e de co-cromatografia.

2.2.3 — Recuperacao

Foram realizados testes de recuperagao nas diferentes matrizes analisadas.
As amostras foram fortificadas com solucées padrdo de HPAs em 3 diferentes
concentragdes. Os niveis de HPAs adicionados variaram de 0,3 a 3,0 ug/kg nas
amostras de acucar cristal, caldo misto, caldo decantado, xarope e massa de
primeira e de 3,0 a 20,0 ug/kg nas amostras de lodo, caldo filtrado e “mel”. As
analises foram feitas em duplicata e os niveis de recuperagao foram calculados a
partir da diferenca na concentragdo de HPAs entre as amostras fortificadas e ndo

73



fortificadas. A repetibilidade do método foi avaliada através do coeficiente de
variagdo (CV) associado as medidas de cada HPA durante os testes de
recuperacao. Os limites de deteccao foram calculados de acordo com Taylor [29],
onde a concentracdo minima de um analito medida é declarada com 95% ou 99%
de confianca de que € maior que zero.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 1 e 2 mostram os resultados dos testes de recuperacao, seus
respectivos coeficientes de variacao, e os limites de deteccdo para os 5 HPAs
estudados, nas diversas matrizes analisadas. Os valores médios de recuperacao
obtidos ficaram acima de 60,0%, com um coeficiente de variagdo maximo de
31,2%, valores que estao dentro dos limites aceitos para anéalise de contaminantes
em niveis de pg/kg [16, 17].

Tabela 1 — Limites de detec¢cédo dos HPAs estudados.

HPA Limite de deteccao (ug/kg)
Benzo(a)antraceno 0,006
Benzo(b)fluoranteno 0,006
Benzo(k)fluoranteno 0,005
Benzo(a)pireno 0,009
Dibenzo(ah)antraceno 0,007

A tabela 3 apresenta os teores de HPAs nas amostras de caldo de cana
colhida verde e queimada. Esses caldos apresentaram uma média da somatoria
dos HPAs estudados de 0,32 ug/kg e 1,32 ug/kg, respectivamente. A maior
concentracdo de HPAs nos caldos obtidos de cana queimada evidencia que a
queima dos canaviais é uma fonte de contaminacdo do caldo de cana e,
consequentemente, do agucar produzido a partir deste. Hipétese semelhante foi
sugerida por Serra et al. [26], que encontraram em cana queimada niveis de HPAs
de 1,55 ug/kg (somatéria dos niveis de benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno,

fenantreno e naftaleno).
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Tabela 2 — Recuperacéao (R) e coeficiente de variagéo (CV) dos HPAs nas diversas matrizes.

HPA
B(a)A B(b)F B(k)F B(a)P D(ah)A
R(%)* CV(%) R(%)* CV(%) R(%)* CV(%) R(%)* CV(%) R (%)* CV (%)
Acucar cristal 84,0 22,3 81,5 16,3 85,3 7,8 85,9 10,4 82,4 16,2
Caldo misto 80,8 9,6 74,9 7,4 75,0 10,6 81,6 7,9 63,4 9,6
Caldo decantado 80,0 10,6 90,4 21,2 81,1 15,8 89,6 17,8 69,6 12,5
Xarope 91,0 3,1 97,6 3,7 95,6 7,9 89,3 2,3 88,7 2,9
Massa de primeira 60,1 23,0 70,0 31,3 60,0 17,2 61,1 31,0 62,1 28,7
Lodo 60,0 0,9 71,85 31,2 65,4 1,2 60,4 7,4 60,1 27,2
Caldo filtrado 75,5 20,1 72,4 30,0 65,3 9,2 71,2 16,1 61,4 11,9
“mel” 80,4 7,6 99,4 6,5 60,5 13,0 60,0 30,5 95,6 20,9

* Média de 3 concentragdes diferentes.

B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno,
D(a,h)A: dibenzo(a,h)antraceno

Tabela 3 — Teor de HPAs nos caldos de cana-de-agucar colhida verde e queimada.

Concentracido média de HPAs (ug/kg)®

(faixa)
HPA Caldo de cana-de-acucar verde Caldo de cana-de-acucar queimada
B(a)A 0,08 0,32
(0,04 - 0,15) (0,10-10,83)
B(b)F 0,06 0,27
(0,04 -0,11) (0,09 -0,61)
B(k)F 0,05 0,17
(0,04 - 0,08) (0,08 - 0,35)
B(a)P 0,11 0,38
(0,07 -10,18) (0,14 -0,83)
D(ah)A 0,03 0,17
(nd —0,04) (0,05 -10,42)
¥ HPAs 0,32 1,32
(0,19-0,61) (0,44 — 3,05)

2 Média de 5 amostras coletadas (analisadas em duplicata)
nd — abaixo dos limites de detecgao da tabela 1.

B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno,
D(a,h)A: dibenzo(a,h)antraceno
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Os teores de HPAs encontrados nas amostras fornecidas pelas usinas A e
B, referentes aos produtos intermediarios e finais do processamento da cana-de-
acucar, estao apresentados na tabela 4. Na figura 1, apresenta-se um fluxograma
simplificado da fabricacao de acucar, identificando-se as etapas amostradas.

Tabela 4 — Teor de HPAs nas diversas amostras coletadas nas usinas A e B.

Concentracido média de HPAs (ug/kg)®

(faixa)
n B(a)A B(b)F B(k)F B(a)P D(ah)A ¥ HPAs
Caldo misto A 3 0,26 0,18 0,09 0,26 0,06 0,86
(0,07 -0,51) (0,05-0,39) (0,05-0,15) (0,09-0,51) (0,04—-0,09) (0,30-1,65)
Caldo misto B 3 0,83 0,68 0,37 0,94 0,43 3,25
(0,67-1,07) (0,54-0,82) (0,34-0,42) (0,78-1,05) (0,30-0,59) (2,65-3,63)
Caldo decantado A 3 0,12 0,04 0,02 0,08 0,01 0,26
(0,06 -0,16) (nd—0,07) (nd-0,05) (nd—0,14) (nd—0,03) (0,16 -0,36)
Caldo decantado B 3 0,39 0,34 0,19 0,48 0,18 1,53
(0,11-0,83) (0,11-0,69) (0,08-0,35) (0,15-0,96) (0,06 -0,38) (0,45-3,21)
Lodo A 1 6,39 6,42 3,27 7,91 4,11 28,10
Lodo B 1 7,76 12,97 4,03 8,51 2,24 35,51
Caldo filtrado A 1 29,31 31,59 15,70 37,78 20,32 134,70
Caldo filtrado B 1 1,47 2,55 0,98 2,27 1,00 8,27
Xarope A 3 0,03 0,05 0,02 0,11 0,03 0,23
(nd-0,03) (0,083-0,06) (nd-0,05 (0,09-0,12) (0,01 -0,05) (0,17 -0,32)
Xarope B 3 0,21 0,31 0,18 0,43 0,23 1,36
(0,11 -0,37) (0,14-0,51) (0,10-0,27) (0,20-0,71) (0,09-0,42) (0,63 —2,28)
Massa de primeira A 3 0,02 0,01 0,01 0,03 nd 0,07
(nd-0,04) (nd-0,02) (nd-0,03) (0,01-0,06) (0,01 -10,16)
Massa de primeiraB 3 0,12 0,19 0,12 0,25 0,15 0,83
(0,04 -0,25) (0,06 -0,41) (0,06-0,23) (0,11-0,48) (0,04-0,33) (0,31—1,70)
“Mel” A 1 0,56 1,00 0,53 1,39 0,80 4,28
“Mel” B 1 3,14 5,27 2,68 6,54 4,22 21,85
Agucar cristal A 6 nd nd nd nd nd
Aglcar VHP B 6 0,05 0,08 0,05 0,13 0,05 0,36
(0,02-0,07) (0,07-0,10) (0,01-0,07) (0,11-0,17) (0,04 -0,08) (0,27 —0,48)

@ Média de n amostras coletadas em diferentes épocas do ano (analisadas em duplicata)
nd — ndo detectado (abaixo dos limites de deteccado da tabela 1).

B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno,
D(a,h)A: dibenzo(a,h)antraceno
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Figura 1 — Fluxograma simplificado da producao de agucar cristal/VHP. As etapas em negrito sdo

aquelas onde as amostras foram coletadas e analisadas.

Analisando-se os dados da tabela 4 e o esquema do processamento
apresentado na figura 1, pode-se observar que nas amostras das duas usinas os
niveis de HPAs encontrados foram reduzidos ao longo do processo (caldo misto,
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caldo decantado, xarope, massa de primeira e acucar), indicando um efeito
positivo do processamento na eliminacdo dos contaminantes.

Apesar de o caldo misto da usina B apresentar uma contaminacao inicial
quatro vezes maior do que o da usina A, a reducdo nos niveis de HPAs no
decorrer do processo ocorreu em ambas as usinas. Considerando-se a etapa de
clarificacdo, os niveis médios da somatéria de HPAs presentes no caldo misto
foram reduzidos em 52% (usina B) e 70 % (usina A). O mesmo ocorreu nas etapas
de flotacao e turbinagem, onde a reducao nos niveis de HPAs do xarope para a
massa de primeira foi de 39% (usina B) e 70% (usina A), e a reducao nos niveis
de HPAs da massa de primeira para o acgucar foi de 43% (usina B) e 100% (usina
A)

O fato de a redugdo nos niveis de contaminacdo ter sido maior no
processamento da usina A provavelmente deve-se ao fato de que esta usina, por
ser produtora de acucar cristal, faz uso de etapas de clarificacéo e flotacao mais
rigorosas (adicdo de maior quantidades de agentes clarificantes) do que a usina B,
que é produtora de acucar VHP. De qualquer forma, em ambos 0s processos
ocorreu uma reducdo consideravel na contaminagcéo (de 89 a 100%). O acucar
VHP apresentou uma média da somatéria dos HPAs de 0,36 ug/kg, enquanto que
no agucar cristal ndo foi detectada a presenca dos HPAs nas amostras coletadas
ao longo do ano de 2004. Isso reforca a teoria de um efeito positivo das etapas de
clarificacao e flotacdo na reducdo da contaminagdo de agucar por HPAs. Essa
possibilidade ja havia sido considerada em trabalhos anteriores onde a
contaminacao do agucar refinado (que é submetido a dois processos de flotacao)
foi menor do que a de outros tipos de agucar como 0 mascavo € o agucar cristal
comercial [26, 30].

Ao se verificar que a clarificacdo e a turbinagem sdo importantes na
eliminacdo dos HPAs, decidiu-se analisar os produtos residuais dessas etapas a
fim de se verificar se houve transferéncia de HPAs para os mesmos. Para tanto,
foram analisadas amostras de lodo e caldo filtrado (produtos da decantacéo) e
“mel” (produto da turbinagem) coletadas junto as duas usinas no ano de 2005.
Conforme apresentado na tabela 4, foram encontrados altos teores de HPAs
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nessas amostras, evidenciando uma transferéncia dos HPAs para esses residuos,
novamente reforcando a teoria de que as etapas de clarificacdo e turbinagem
levam a uma diminui¢ao nos niveis de HPAs no produto final (agucar).

Entre os residuos do processo, o caldo filtrado e o “mel” retornam ao
processamento para obtencdo do acucar. A torta, por sua vez, segue para 0S
canaviais para ser utilizada como adubo. Apesar de este residuo ter sido
analisado no presente trabalho, a recuperacédo foi baixa (30%), e portanto os
niveis encontrados nao foram apresentados na tabela 4 e tampouco considerados
na discussao. Entretanto, tendo em vista os resultados encontrados para o lodo e
o caldo filtrado, € de se esperar que a torta também apresente niveis elevados de
HPAs. A presenca de HPAs na torta pode levar a contaminagéao do solo onde ela
serd adicionada representando assim uma fonte adicional de contaminagao para
as culturas que venham a ser cultivadas no local.

Originalmente o objetivo do trabalho era estudar isoladamente o processo
de produgcdo do acucar a partir de cana verde e a partir de cana queimada.
Entretanto, devido ao fato de o processo ser continuo e a introducédo da cana na
moenda ocorrer de forma misturada (cana verde e queimada), conforme a
chegada dos caminhdes nas usinas, nao foi possivel analisar o processo dessa
forma. Como a quantidade de cana queimada utilizada no processamento de um
determinado produto é uma variavel de dificil controle, isso pode explicar os
diferentes niveis de HPAs encontrados em varios trabalhos a respeito da
contaminacdo de produtos derivados da cana-de-agUcar, como agucares e
cachacgas [2, 7, 30, 31].

Apesar de existirem outras possiveis fontes de contaminacdo além da
queima da cana (como por exemplo a agua de lavagem da cana, a agua de
lavagem dos gases, a solda utilizada nas moendas e as incrustragbes de caldo
nos trocadores de calor que queimam devido as altas temperaturas), o presente
estudo evidenciou que o caldo, ao passar pelas etapas de clarificagao, flotacdo e
turbinagem tem os seus niveis de HPAs reduzidos, o que demonstra a eficiéncia
dessas etapas na reducédo da contaminagao no produto final.
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4 — CONCLUSOES

Os resultados indicam que a pratica da queima dos canaviais pode levar a
contaminacao do caldo de cana-de-agucar por HPAs. Entretanto, a contaminacao
do caldo néo significa que o produto final venha a apresentar niveis semelhantes
de contaminagdo, uma vez que as diversas etapas de limpeza a que o caldo é
submetido para obtencado do produto final (agucar) sdo eficazes na redugéo e/ou
eliminagédo desses contaminantes.

A literatura relata que outros produtos derivados de cana-de-agucar, como
cachaca, melado, agucar refinado, agucar mascavo e agucar demerara também
apresentam niveis variados de HPAs, e que os cortadores de cana estado
altamente expostos aos HPAs no periodo de safra, devido a queima dos canaviais
[2, 4, 7, 30, 31], identificando assim a necessidade de que seja conduzida uma
avaliacao integrada do risco a saude humana por exposicao aos HPAs originados
na queima dos canaviais.

Para tanto, recomenda-se que os niveis de HPAs nos produtos derivados
da cana, assim como no solo utilizado para o cultivo € no sangue e/ou urina dos
trabalhadores rurais, sejam monitorados de modo a possibilitar agdes que venham

a reduzir a exposicao humana a compostos com potencial carcinogénico.
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Conclusao Geral

Os resultados do presente estudo evidenciam a presenca de HPAs, em
niveis varaveis, nos diversos produtos intermediarios e finais do processamento
da cana-de-agucar, confirmando assim que a pratica da queima dos canaviais
pode levar a contaminacdo do caldo de cana-de-acucar por HPAs. Observou-se
também que as diversas etapas de limpeza a que o caldo é submetido para
obtencdo do produto final (aglcar) sao eficazes na redugdo e/ou eliminacéao
desses contaminantes, reduzindo assim a contaminacdo do agucar. Tendo em
vista a exposicao ocupacional dos cortadores de cana aos HPAs, foi identificada a
necessidade de que seja conduzida uma avaliagao integrada do risco a saude
humana por exposi¢cdo aos HPAs originados na queima dos canaviais. Para tanto,
recomenda-se que os niveis de HPAs nos produtos derivados da cana, assim
como no solo utilizado para o cultivo e no sangue e/ou urina dos trabalhadores
rurais, sejam monitorados de modo a possibilitar acbes que venham a reduzir a
exposicdo humana a esses compostos. Considerando-se o0 potencial
carcinogénico apresentado por eles, qualquer medida direcionada a reducéo
desses contaminantes no meio ambiente e na dieta é altamente desejavel e deve

ser estimulada.
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Anexo 1 — Cromatograma por CLAE de padrdes de HPAs. Condi¢des de analise:
fase mével acetonitrila:agua (75:25, v/v), vazao 1 ml/min, coluna C18 (Vydac 201
TP54), deteccao por fluorescéncia a 290 nm (excitacdao) e 430 nm (emissao).
B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno,
B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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D(ah)A - 29.527

Anexo 2 — Cromatograma por CLAE de amostra de caldo misto. Condigdes de
analise: fase médvel acetonitrila:dgua (75:25, v/v), vazdo 1 ml/min, coluna C18
(Vydac 201 TP54), deteccédo por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm
(emissdo). B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F:
benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 3 — Cromatograma por CLAE de amostra de caldo decantado. Condicdes
de analise: fase mével acetonitrila:agua (75:25, v/v), vazao 1 ml/min, coluna C18
(Vydac 201 TP54), deteccédo por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm
(emissdo). B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F:
benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 4 — Cromatograma por CLAE de amostra de lodo. Condigdes de analise:
fase mével acetonitrila:agua (75:25, v/v), vazao 1 ml/min, coluna C18 (Vydac 201
TP54), deteccédo por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm (emissao).
B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno,
B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 5 — Cromatograma por CLAE de amostra de xarope. Condigdes de analise:
fase mével acetonitrila:agua (75:25, v/v), vazao 1 ml/min, coluna C18 (Vydac 201
TP54), deteccédo por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm (emissao).
B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno,

B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 6 — Cromatograma por CLAE de amostra de “mel”. Condi¢gbes de analise:
fase mével acetonitrila:agua (75:25, v/v), vazao 1 ml/min, coluna C18 (Vydac 201
TP54), deteccédo por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm (emissao).
B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno,
B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 7 — Cromatograma por CLAE de amostra de agucar VHP. Condigbes de
analise: fase médvel acetonitrila:dgua (75:25, v/v), vazdo 1 ml/min, coluna C18
(Vydac 201 TP54), deteccédo por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm
(emissdo). B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F:
benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 8 — Cromatograma por CLAE de amostra de agucar cristal (usina A).
Condigdes de analise: fase movel acetonitrila:dgua (75:25, v/v), vazao 1 ml/min,
coluna C18 (Vydac 201 TP54), deteccao por fluorescéncia a 290 nm (excitacao) e

430 nm (emissao).
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Anexo 9 — Cromatograma por CLAE de amostra de acucar mascavo. Condicoes
de analise: fase mével acetonitrila:agua (75:25, v/v), vazao 1 ml/min, coluna C18
(Vydac 201 TP54), deteccao por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm
(emissdo). B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F:

benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 10 — Cromatograma por CLAE de amostra de cachaca. Condicdes de
analise: fase médvel acetonitrila:dgua (75:25, v/v), vazdo 1 ml/min, coluna C18
(Vydac 201 TP54), deteccédo por fluorescéncia a 290 nm (excitacdo) e 430 nm
(emissdo). B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F: benzo(b)fluoranteno, B(k)F:

benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno.
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Anexo 11 — Cromatograma por CG-MS referente aos padrdées de HPAs.
Condigdes cromatograficas: coluna: HP5-MS (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um);
vazao: 1,0 mL/min; volume de injecdo: 1 uL (splitless); condicbes do injetor:
temperatura inicial de 120°C, espera de 0,05 min, aquecimento de 500°C/min até
300°C; condicdes da coluna: temperatura inicial de 120°C, aquecimento de 5°C
até 280°C, mantida por 26 min. B(a)A: benzo(a)antraceno, B(b)F:
benzo(b)fluoranteno, B(k)F: benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno, I(cd)P:
indeno (1,2,3-cd)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 12 — Cromatograma por CG-MS referente a amostra de cachaca.
Condigdes cromatograficas: coluna: HP5-MS (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um);
vazao: 1,0 mL/min; volume de injecdo: 1 uL (splitless); condicbes do injetor:
temperatura inicial de 120°C, espera de 0,05 min, aquecimento de 500°C/min até
300°C; condicdes da coluna: temperatura inicial de 120°C, aquecimento de 5°C
até 280°C, mantida por 26 min. B(a)A: benzo(a)antraceno, B(k)F:

benzo(k)fluoranteno, B(a)P: benzo(a)pireno, D(ah)A: dibenzo(ah)antraceno.
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Anexo 13 — Espectro de massa do benzo(a)antraceno (biblioteca).
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Anexo 14 — Espectro de massa do benzo(b)fluoranteno (biblioteca).

100



z000
0o
4000
2000 126
113
74 a7 100 I || 200 224
0 L . . ' el
100 150 200

Anexo 15 — Espectro de massa do benzo(k)fluoranteno (biblioteca).
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Anexo 16 — Espectro de massa do benzo(a)pireno (biblioteca).
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Anexo 17 — Espectro de massa do dibenzo(a,h)antraceno (biblioteca).
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