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RESUMO: O controle de óleo de cálarno em bebidas alcoólicas foi feito pela
determinação quantitativa de ,B-asarona, seu princípio ativo, através de 2 métodos:
fluorimétrico e por cromatografia em fase gasosa e sua presença ou identidade,
confirmada com auxílio de espectrometria de massa. Entre 56 amostras de
bebidas alcoólicas analisadas de 18 marcas diferentes, os teores de ,B-asarona
variaram desde O a, 4,96 ppm e apenas-uma marca mostrou estar acima do permitido
que é 1 ppm estabelecido pelo Conselho da Europa. O método de cromatografia
em fase gasosa mostrou-se preferível ao método fluorimétrico e foi sugerido para
ser adotado como método oficial na determinação de ,B-asarona em bebidas
alcoólicas.

DESCRITORES: ,B-asarona em bebidas alcoólicas, determinação; aromatizante
(óleo de cálamo) em bebidas alcoólicas; cálamo, óleo, em bebidas alcoólicas;
bebidas alcoólicas, aromatizante; óleo de cálamo em bebidas alcoólicas.

INTRODUÇÃO

Acorus calamus Linn. (família Araceael
ongmana da Ásia Oriental é uma planta
encontrada nas áreas pantanosas das zonas
temperadas da Europa, Ásia e norte da Amé-
rica, ao longo dos rios e lagos ""

Segundo CAVAZZA', ela é classificada em 4
cariotipos ou citotipos : variedade norte-ame-
ricana (diplóide ) , variedade européia (tri-
plóide ) , variedade indiana Jammu (tetra-
plóide) e variedade Kashmir (hexaplóide ),

Dentro do gênero Acorus cálamus se distin-
guem de três a quatro quimiotipos, fato que
condiciona o aparecimento de diferenças analí-
ticas entre suas variedades. Essas diferenças
residem na composição ou, mais especifica-
mente, no teor do componente éter-fenólico,
o 2,4,5-trimetoxi-l-propenilbenzeno, chamado
,B-asarona, presente no óleo essencial extraído
dos rizomas 3,S. Assim, a concentração da

,B-asarona no óleo oscila desde traços na varie-
dade americana ou diplójde, até cerca de 80%
na variedade indiana Jammu ou tetraplóide ".

Desde a antigüidade, as raízes e os rizomas
do cálamo, variedade indiana, têm sido usados
para o tratamento de várias doenças " s, '. Seu
uso com fins terapêuticos no tratamento de
doenças de ossos e neuromusculares, tais como
raquitismo e poliomielite, foi comunicado por
BIRGGAL'.

Mais recentemente, devido às suas proprie-
dades organolépticas, o cálarno, sob a forma de
extrato hidroalcoólico, é bastante usado como
substância aromatizante na formulação de
bebidas alcoólicas do tipo amargo que junta-
mente com outros componentes formam o
"bouquet" do produto.

Numerosos estudos farmacológicos têm sido,
realizados com o óleo volátil de origem in-
diana '. 7. 9.
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DANDIYA et alii 7 observaram que a poten-
ciação de efeitos hipnóticos de certos fármacos
tais como barbitúricos e etanol era obtida uti-
lizando-se o óleo volátil proveniente da desti-
lação a vapor dos rizomas do cálamo.

Propriedades bactericidas, antiveratrínicas,
antiespasmódicas, carminativas e antiarr ítmi-
cas têm sido também atribuídas ao óleo essen-
cial 5. 8, 16, 17.

As ações farmacológicas associadas à toxi-
cidade do óleo de cálamo foram estudadas por
vários autores 11, 12. 13. 19.

Estudos toxicológicos têm mostrado que
tumores intestinais malígnos ocorreram em
ratos alimentados com dietas contendo até
5.000 ppm de óleo de cálamo.

Nos Estados Unidos, diante da constataçâo
de efeitos tóxicos, o uso de cálamo em alimen-
tos foi banido sob qualquer de suas formas:
raízes, rizomas, extrato hidroalcoólico e óleos 6.

No Brasil' e em muitos países da Europa',
entretanto, o seu uso ainda é permitido em
concentração máxima de 1,0 ppm, Diversas
técnicas analíticas têm sido propostas na ten-
tativa de identificar e determinar quantitati-
vamente a ,B-asarona, principal componente do
óleo, em bebidas alcoólicas 10, 16, 20.

O objetivo do nosso trabalho foi verificar o
nível de ,B-asarona em bebidas alcoólicas nor-
malmente consumidas no Brasil, além de pa-
dronizar e propor a oficialização de um método
para sua dosagem. A presença deste cornpo-
nente em bebidas foi confirmada pela crema-
tografia em. fase gasosa associada à espectro-
metria de massa.

MATERIAL

Utilizaram-se 56 amostras de bebidas alcoó-
licas recebidas para análise de controle no
Instituto Adolfo Lutz. Foram analisadas bebi-
das do tipo amargo tais como vermute seco ou
doce, tinto ou branco, "bitter", "fernet", cor-
respondendo a 18 marcas comerciais diferen-
tes colhidas de diversas regiões do Estado de
São Paulo.

MÉTODO

Preparo das amostras de
bebidas alcoólicas

O preparo das amostras para determinação
da ,B-asarona seguiu o procedimento descrito
por DYER et alii 10, com algumas modificações
incl uindo etapas de extração do componente
tóxico das bebidas alcoólicas, purificação e
posterior análise.

Extração da f3-asarona: 100 ml da amostra
foram transferidos para um balão de destila-

* Perkin-Elmer, mod, 204A e 2048.
"* Varian, modo 1400.
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ção com ajuda de 50 ml de água. Juntaram-se
alguns cacos de porcelana para evitar supe-
raquecimento e procedeu-se à destilação sim-
ples. Coletaram-se aproximadamente 100 ml
de destilado, que foram transferidos para um
funil de separação de 250 ml, aos quais se adi-
cionaram 100 ml de solução saturada de NaC1
e aproximadamente 10 ml de hexana. A mis-
tura foi então agitada vigorosamente por 10
minutos e depois foi decantada.

Purificação: a solução aquosa foi descartada
e a porção hexânica foi lavada primeiramente
com 20 ml de NaOH 1N, depois com 20 ml de
HC1 1N, e finalmente com água 20.

O tubo interno do funil de separação foi
limpo com papel de filtro para retirar toda
água e o extrato hexânico foi coletado e com-
pletado até 10 ml em balão volumétrico.

Determinação quantitativa
A determinação quantitativa de ,B-asarona

foi realizada por 2 métodos: fluorimétrico e
por cromatografia em fase gasosa.

a) Método fluorimétrico
O extrato hexânico purificado foi transfe-

rido diretamente para uma célula fluorimé-
trica e sua fluorescência medida, usando como
branco, a hexana. O aparelho utilizado foi o
espectrofotômetro de fluorescência * e as condi-
ções experimentais foram: comprimento de
onda de excitação = 310 nm, comprimento de
onda de emissão = 356 nm, largura da fenda
para excitação e emissão = 10 nm, sensibili-
dade = 0,3, ganho = 1.

Uma curva-padrão foi preparada, regis-
trando as intensidades das soluções-padrão de
,B-asarona, com concentrações variando de O a
2 JLg/ml.

O fluorímetro foi calibrado para 70% de
intensidade de fluorescência relativa com pa-
drão de f3-asarona de 2 JLg/ml. Foi feito teste
para verificar o decréscimo da fluorescência
das soluções-padrão de f3-asarona durante 3
meses.

Foi realizado teste de recuperação com so-
luções-padrão de f3-asarona de concentrações
de 0,2 - 0,3 - 0,5 - 1,0 - 1,5 e 2,0 JLg/ml
contidas em 100 ml de etanol a 20%. O pro-
cesso de extração e purificação foi realizado
conforme o descrito em Preparo das amostras
de bebidas alcoólicas (coluna 1 desta página)
e as fluorescências foram registradas.

b) Método de cromatografia em fase gasosa

O aparelho utilizado foi o cromatógrafo **
com detector de ionização de chama e coluna
de aço inoxidável, de 5 pés por 1/8 pol., empa-
cotada com 14,7% de FFAP (Carbowax 20 M
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modificado) em Chromosorb W, 80-100
"mesh",

As condições de operação foram: tempera-
tura do detector, injetor e coluna = 230, 230
e 200°C, respectivamente, gás de arraste =
nitrogênio, fluxo do gás = 70 m1!min, sensi-
bilidade = 4xl0-11•
Soluções-estoque: estearato de metila de

concentração 1 mg/ml em hexana e {3-asarona
1 mg/ml em etano!.

Na realização da curva-padrão foram prepa-
rados padrões contendo 1, 2, 3, 4 e 5 mg/l de
{3-asarona pela colocação de 100, 200, 300, 400
e 500 ,.tI da solução-estoque de {3-asarona em
balões volumétricos de 100 ml, contendo 90 ml
de etanol a 20 0/0. Dessa maneira, procedeu-se
como no preparo das amostras.

A cada extrato hexânico obtido foram adi-
cionados 200 p,l da solução de estearato de
metila, como padrão interno.

Foram inj etados diretamente no cromató-
grafo 5 p,l da solução e construiu-se um grá-
fico colocando nas ordenadas a relação entre
as alturas do componente e do padrão interno
e, nas abscissas, a concentração de ,B-asarona.

Comprovação qualitativa
Para confirmar a presença de ,B-asarona

em bebidas alcoólicas foi utilizado o espectro-
fotômetro de massa acoplado a cromatógrafo

gasoso*. As condições de operação foram: co-
luna = SP - 2.100, energia dos elétrons =
70 e V, corrente = 30 p,A, tensão do M.E. =
2.000 V, temperatura do injetor, forno e co-
luna, respectivamente 240, 280, 150-220 0C,
razão = 10 °C/min.

Os espectros de massa do padrão de ,B-asa-
rona e os das amostras de bebidas foram
comparados qualitativamente.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foram registradas as intensidades de fluo-
rescência relativa de soluções-padrão de ,13-
-asarosa . de concentrações variando de O a
2 p,g/ml (tabela 1).

A curva-padrão demonstrou que a intensi-
dade da fluorescência é linearmente depen-
dente da concentração nessa faixa de trabalho.

Verificou-se a estabilidade da solução de
fJ-asarona em hexana, com leituras efetuadas
de tempo em tempo, durante 3 meses.

As porcentagens de recuperação estão de-
monstradas na tabela 2 e ilustradas na fi-
gura 1. A média das recuperações foi de
91,60 ± 1,32 onde as determinações foram
efetuadas em duplicata. Deve-se salientar que
a fase de extração com hexana é crítica para
se obter recuperação elevada, pois a agitação
deve ser contínua e vigorosa por 10 minutos.

TABELA 1

,B-asarona (p,g/ml)

Soluções-padrão de {3-asarona com suas 1'espectivas intensidades relat iuas de [luorcscê ncia

ln tensidade (o/c)

2,0
1,5
1,0
0,5
0,3
0,2

70
53
36
18
10
7

TABELA 2

fJ-asarona Cp,g/ml)

Porcentagem de recu-peração das soluções-padrão de {3-asarona pelo método [luorimét.rico

Recuperação Co/c)

2,0
1,5
1,0
0,5
0,3
0,2

90,72
90,57
92,36
93,06
90,00
92,86

Média ± Desvio padrão (D.P.l 91,60 ± 1,32

* Hewlett-Packard modo 5992A.
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FIGURA 1 - Curvas-padrão das soluções-padrão de f3-asarona (O a 2 /-tgjml) com e sem recuperação,
pelo método fluorimétrico.
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FIGURA 2 - Curvas-padrão das soluções-padrão de ,B-asarona levando em conta o estearato de metila
como padrão interno. Cromatógrafo gasoso.
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Os valores por nós encontrados estão muito
próximos aos encontrados por WOJTOWICZ'''o

A sensibilidade do método foi diminuída em
relação à do trabalho de Wojtowicz, uma vez
que este autor calibrou o aparelho para dar
70 'k de intensidade de fluorescência relativa
com padrão 1 ppm de ,B-asarona, enquanto que
no presente trabalho a calibração foi feita com
2 ppm de ,B-asarona. Independentemente deste
fato, a sensibilidade do método é bastante sa-
tisf'atória, sendo de 0,1 pp111.

No método de cromatografia em fase gasosa,
foram elaboradas duas curvas-padrão: uma,
levando em conta o estearato de metila como
padrão interno e a outra, sem a adição do
mesmo. A escolha do estearato de metila como
padrão interno, em lugar de palmitato de etila
como é recomendado por DYERH" ocorreu de-
vido à facilidade de sua aquisição.

As alturas dos picos foram medidas e rela-
cionadas às concentrações da {3-asarona (fig.
2 e 3).

Uma vez que a porcentagem média (87,97%)
de recuperação foi a mesma para ambos os
métodos, isto é, uma considerando o padrão
interno e a outra, sem a sua adição (tabela 3),
roi utilizada diretamente a altura do pico na
dosagem de ,B-asarona' em bebidas alcoólicas.
Dessa maneira construiu-se uma nova curva-
-padrão pelo método direto, isto é, sem adição
de padrão interno e já levando em conta a
recuperação (fig. 4). A média foi de 88,75 (k
e as determinações foram feitas em duplicata
(tab. 4). Essa recuperação é considerada
satisfatória, tendo em vista a baixa concen-
tração da ,B-asarona presente no produto, além
de serem as etapas de destilação e extração
requeridas antes da determinação cromato-
gráfica. A sensibilidade do método foi de
0,25ppm.

TABELA 3

Porcentagem de recu-peração das soluções-padrão de ,B-asal'ona considerando ou não a adição de
ptulriio interno por crom a.toq ro.jui em fase gasosa

,B-Asarona Recuperação (o/c )

(/Lg/ml) Sem padrão interno Com padrão interno

1 90,91 91,08
2 89,13 89,06
3 85,71 85,71
4 85,39 85,31
5 88,70 88,70

Média 87,97 87,97

TABELA 4

Porcentagem de rccu pe ração elas s oluçôee-po.driio de ,B-asarona sem adição de padrão interno pelo
método de cromat.oç ruf ia em fase gasosa

i3-Asal'ona Recuperação ('7c)

(fLg/ml) l.a Determinação 2." Determinação

1 90,91 90,91
2 89,13 91,30
3 85,71 90,48
4 85,39 85,39
5 88,70 89,57

Média ± D.P. 87,97 ± 2,36 89,52 ± 2,77

I1Iédia final ± D.P. 88,75 ± 2,57 --
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FIGURA 3 - Curvas-padrão das soluções-padrão de f3-asarona sem adição de padrão interno, Crema-
tógrafo gasoso,
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FIGURA 4 - Curva-padrão de soluções-padrão de f3-asarona sem adição de padrão interno, levando
em conta a recuperação. Cromatógrafo gasoso.
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Os teores de j3-asarona encontrados nas be-
bidas alcoólicas analisadas variaram de
O j.Lg/ml até um máximo de 4,96 j.Lg/ml. As
amostras de 1 a 49, por apresentarem baixas
concentrações de j3-asarona, foram dosadas
apenas pelo método fluorimétrico, conforme
mostra a tabela 5, enquanto que as amostras

de 50 a 56 foram determinadas pelos dois mé-
todos e em duplicata (tabela 6). Estas últimas
amostras, todas da mesma marca, apresenta-
ram níveis de j3-asarona mais elevados, além
de estarem acima do limite permitido pela
legislação G.

TABELA 5

Teor de j3-asarona encontrado em bebidas alcoólicas, método [luoriméi rico

j3-Asarona encontrado
Amostras

(j.Lg/ml)

1 0,08
2 0,21
3 0,26
4 0,03
5 0,11
6 0,06
7 0,09
8 0,13
9 0,05

10 0,06
11 0,16
12 0,12
13 0,12
14 0,03
15 0,03
16 0,05
17 0,01
18 0,03
19 0,01
20 0,04
21 0,06
22 0,08
23 0,01
24 0,11
25 0,01
26 0,03
27 0,03
28 0,02
29 0,01
30 0,01
31 0,00
32 0,01
33 0,01
34 0,00
35 0,00
36 0,02
37 0,01
38 0,00
39 0,00
40 0,02
41 0,09
42 0,01
.13 0,01
44 0,01
45 0,02
46 0,01
47 0,00
48 0,00
49 0,05
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Pela tabela 6 verificamos que, pelo método
fluorimétrico, obtêm-se valores superiores aos
encontrados pela cromatografia em fase ga-
sosa. Uma das possíveis explicações para o
fato é o aumento da intensidade de fluores-
cência devida a compostos no extrato hexâ-
nico que também possuem fluorescência no
comprimento de onda estabelecido. Por essa
razão, apesar de menos sensível, o método
cromatográfico é preferível.

A identidade da j3-asarona nas amostras
analisadas foi confirmada por espectrometria
de massa onde os picos mais importantes do
padrão de j3-asarona e das amostras apresen-
taram abundâncias relativas semelhantes.

Os espectros de massa do padrão e de uma
das amostras estão ilustrados nas figuras 5
e 6, respectivamente. Os picos mais importan-
tes, em ordem decrescente de abundância rela-
tiva do padrão e da amostra, estão represen-
tados comparativamente na tabela 7.

Os teores de fj-asarona encontrados no pre-
sente trabalho, na sua maioria encontram-se
dentro do limite estabelecido pela legislação
do Council of Europe ", Apenas uma marca
de bebida alcoólica, dentre as várias analisa-
das, se acha acima do permitido, que é de
1 ppm (amostras de n.o 50 a 56).

Outros autores tais como MERAT et alii l8,

analisando 12 amostras de bebidas alcoólicas,
encontraram baixos teores de f3-asarona desde
quantidades não detectáveis até 0,35 ppm.

LIDDLE& SMEDT16 também não detectaram
f3-asarona em 12 amostras de vermute anali-
sadas.

Admitindo que um homem com peso de 50 kg
consuma 1 litro de bebida alcoólica por dia,
considerando que 1 litro contém 1 ml de extrato
hidroalcoólico, e admitindo o seu peso especí-
fico igual a 1,0, ele estará ingerindo 20 mg de
extrato por kg de peso corpóreo por dia.

Segundo FOSTER", o extrato hidroalcoólico
da variedade européia contém 0,11% de j3-asa-
rona. Assim sendo a ingestão de f3-asarona
seria de 0,022 mg/kg de peso corpóreo por' dia.

O limite máximo de f3-asarona em bebidas
alcoólicas estabelecido pelo Conselho da Europa
no valor de 1 ppm, corresponde a 0,02 mg/
kg/dia para a ingestão de 1 litro de bebida.
Constata-se, pois, que este valor é bastante
próximo do estabelecido por FOSTER11, 12.

O maior teor de f3-asarona encontrado no
presente trabalho foi de 4,96 mg/l (amostra
53, tabela 6) o que representaria um valor
cerca de 5 vezes superior ao limite máximo
estabelecido. Não podemos porém sugerir uma
alteração do valor limite máximo estabelecido
para 5 ppm embora FOSTERu, 12, nas experiên-
cias com ratos albino Wistar e rações contendo
até 7,04 mg/kg peso corpóreo ao dia de j3-asa-
rona, não tenha observado nenhum efeito sobre
os mesmos, pois esse mesmo autor conclui a pela
necessidade de maiores estudos face à carência
de um maior número de informações.

De fato, parece mais prudente manter-se o
nível mínimo tendo em vista efeitos como po-
tenciação com medicamentos, sensibilidade de
indivíduos com desvios a nível do sistema ner-
voso central, além do conhecimento de possível
efeito cancerígeno.

TABELA 6

Teor de f3-asu)'onu encontrado em bebidas alcoólicas. Método [lu orimetrico e por cronuito f ro.jia em fase
gasosa

{3-asarona (f.(g/ml)

Amostras Método Método de Média ± D.P.
fluorimétl'ico cromatografia

em fase gasosa

50 3,33 3,14 3,24 ± 0,13

51 2,00 2,07 2,34 ± 0,37

52 3,40 3,22 3,31 ± 0,13

53 5~35 4,57 4,96 ± 0,55

54 5,20 4,60 4,90 ± 0,42

55 2,05 1,81 1,93 ± 0,17

56 4,G5 4,90 4,73 ::!:: 0,25
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TABELA 7

Abunduncia relat.hm dos picos mais importantes da f3-asarona e do extrato h exiiuico de uma das
bebidas olcoálicae a nalieadae, obtidos pOT eepect romet ria de massa

{3-asarona Amostra (extrato hexâ nico de bebida alcoólica)

Picos (mje) Abundância Picos (m/e) Abundância

-
208 100,0 208 100,0

193 43,7 193 54,4

165 26,5 165 29,8

209 14,0 149 18,3

69 12,1 105 17,2

162 11,0 162 15,4

137 10,G 209 14,6

91 8,9 137 13,1

150 3,4 161 10,3

105 8,0 177 10,2

CONCLUSõES ambos mostraram praticamente a mesma sensi-
bilidade.

1. Os teores de f3-asarona encontrados em
bebidas alcoólicas variaram desde O até um
maximo de 4,96 t-Lg/ml. Algumas amostras
encontram-se acima de 1 ppm, limite permitido
pela legislação do Council of Europe li.

2.. Sugerimos que o método de cromato-
grr-fia em fase gasosa sej a adotado como
método oficial na determinação de f3-asarona
em bebidas alcoólicas, uma vez que é mais
específico do que o método fluorimétrico e que
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ABSTRACT: In order to evalu a te the presence of calamus oil in alco ho lic
beverages, a qua n ti ta tive de tcrminati on of its active principIe f3-asarone was
p er Io rmed, by means of two diffcren t methods: fl uo rome t r ic and gas liquid
ch roma tograph y, and accomplished with a tomic mass spect rophotcme tric a nalys!s.
In 56 sarriples of alcoh ol ic beverages of 18 different brands, only one demonstrated
to be in higher coritcn t tha n th e permittcd limit of 1 ppm, de tc rmi ned by Europe
Counci!. The f3-asarone contents varied from O ~o 4.96 p pm. It was suggested
to employ the gas liquid chromatography technique as official method for deter-
mination of f3-asarone in alcoholic beverages, since it is more specif ic than
fluo r ime tr ic me tho d.

DESCR1PTORS: f3-asarone in alcoholic beverages, determination; flavor (cala-
I11US oil ) in alcoholic beverages; ca lamus oil in alcoholic beverages; alcoholic
beverages, fla vor; oil, cala mus, in alcoh olic bcver ages.
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