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RESUMO: O centrole de 6leo de cédlame em bebidas aleodlicas foi feifo pela
determinagio quantitativa de g-ssarona, seu principio ativo, através de 2 métodos:
fluorimétrico e por cromatografia em fase gasosa e sua presenca ou identidade,
confirmada eom anxilic de espeetrometria de massa, Entre 56 amosiras de
bebidas alcodlicas analisadas de 18 marcas diferentes, os tfeores de fF-asarona
variaram desde 0 a 4,96 ppm e apenasiuma mares mostrou estar acima do permitide
que & 1 ppm estabelecido pele Conselho da Europa. O métode de cromatografia
em fase gasosa mostrou-gze preferivel ao método fluorimétrico ¢ foi sugeride para

ser adotade como método oficlal na determinacio de fF-ssarona em bebidas

alcodlicas,

DESCRITORES:

{6leo de célamo} em bebidas

f-asarcna em bebidas alcodlicas, determinagiio; areomatizante
alcodlicas;

cdlamo, dlee, em bebidas aleodlicas;

bebidas alcoblicas, aromatizante; dleo de cilamo em bebidas alcodlicas.

INTRODUGAO

Acorus calemus Linn. (familla Aracece)
originidria da Asiz Oriental é uma planta
encontrada nas Areas pantanosas das zonas
temperadas da Europa, Asiaz e norte da Amé-
riea, zo longo dos rvies e lagos ™.

Segunde Cavazza®, ela é classificada em 4
carictipos ou citotipos: variedade norte-ame-
ricana (dipléide), variedade européia {(iri-
pléide), variedade indiana Jammu (tetra-
pléide) e variedade Kashmir (hexapléide).

Dentro do género Aecorus cdlamus se distin-
guem de trés a quatro quimiotipos, fato que
condiciona ¢ aparecimento de diferen¢as analf-
ticas entre suas variedades. Essas diferencas
residem na eomposicio ou, mais especifica-
mente, no teor do componente éter-fendlice,
o 2,4,5-4rimetoxi-1-propenilbenzeno, chamado
B-asarona, presenie no dlec essencial extraido
dos rizomas®® Assim, a concentragic da

B-asarona no dleo oscila desde tragos na varie-
dade americana ou dipléide, até cerca de 80%
na variedade indiana Jammu ou tetrapléide®

Deade a antigiiidade, as raizes e og rizomas
do edlamo, variedade indiana, tém sido usados
para o tratamento de virias doengas* ** Ben
uso com fins terapéuticos neo fratamente de
doengas de ossos e neuromusculares, tais como
raguitismo e peliomielite, foi comunicado por
BiIrGGAL .

Mais recentemente, devido as suas proprie-
dades organolépticas, o cdlamo, scb a forma de
extrato hidroalecodlico, é bastante usado como
substincia aromatizante na formulacieo de
bebidas alcodlicas do tipo amargo que junfa-
mente com outros componentes formam o
“bouguet” do produto.

Numerosos estudos farmacoldgicos tém sido
realizados com o dleo volitil de origem in-
diang * *°,

* Realizado na Segfio de Aditivos do Instituto Adolfe Lutz, Sio Paulo, SP.
Parcialmente financiade pela Financiadora de Estudos e Projetos, Rio de Janeiro, RJ.

** Do Instituto Adolfo Lutz.

#*x Do Departamente de Alimentos ¢ Nutrigio Experimental da Faculdade de Ciéneias Farmacuticas

da Universidade de Sie Paulo.
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DanpIYs ef alii® cobservaram que a poten-
ciagdo de efeitos hipnéticos de certos farmacos
tais como barbitiricos e etanol era obiida uti-
lizando-se o dlec volatil proveniente da desti-
laglio a vapor dos rizomas de calamo.

Propriedades bacterieidas, antiverairinicas,
antiespasmodicas, carminativas e antiarritmi-
cag tém gido também atribuidas ao Sleo essen-
cial . 8, 15, IT'

As acbes farmaeoldgicas associadas & toxi-
cidade do dlec de calamo foram estudadas por
varios aubores 1 ¥ 1319,

Estudos toxicologicos t8m  mostrado
tumores intestinals malignos ocorreram
ratos alimentados com dietas contendo
5.000 ppm de 6lec de célamo.

que
em
até

Nog Estados Unidos, diante da econstatacdo
de efeitos téxicos, o uso de cAlamo em alimen-
tos foi banido sob gualquer de suas formas:
raizes, rizomas, extrato hidroaleodlico e Sleos®.
‘No Brasil® e em muitos paises da Furopa®,
entretanto, ¢ seq uso ainda é permitido em
concentragio mixima de 1,0 ppm. Diversas
téenicas analiticas tém sido propostas na ten-
tativa de identificar e determinar quantifati-
vamente a B-asarona, principal componente do
tleo, em bebidas aleodlicas ™ =,

O objetive do nosso trabalho foi verificar o
nivel de B-asarona em bebidas alcodlicas nor-
malmente consumidas no Brasil, além de pa-
dronizar e propor a cficializaciic de um método
para sua dosagem. A presenca deste compa-
nente em bebidas foi confirmada pela croma-
tografia em fase gasosa associada & espectro-
metria de massa.

MATERIAL

Utilizaram-se 56 amostras de bebidas alcod-
licas recebidas para andlise de controle no
Instituto Adolfo Lutz. Foram analizadas bebi-
das do tipo amargo tals como vermute seco ou
doce, tinte ou branco, “bitter”, “fernet”, cor-
respondendo a 18 marcas comercials diferen-
tes colhidas de diversas regides do Estado de
S&o Paulo.

METODO

Preparo das amostras de
bebidas aleodlicas

O preparo das amosiras para determinagio
da B-asarons seguiu o procedimento descrito
por DYER ef ¢lit', com algumas modificagdes
mecluindo etapas de extragio do componente
toxico das bebidas alcodlicas, purificaciio e
posterior andlise.

Extracde do B-asarona: 100 ml da amostra
foram transferides para um baldo de destila-

*  Porkin-Elmer, mod. 204A e 2048,
**  Varian, med. 1400.
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¢iio com ajuda de 50 ml de Agua. Juntaram-se
alguns cacos de porcelana para evitar supe-
raguecimento ¢ procedeu-se & destilacfio sim-
ples. Coletaram-se aproximadamente 100 m}
de destilado, que foram transferides para um
funil de separacfio de 250 ml, aos guais se adi-
cionaram 160 ml de soluc¢lc saturada de NaCl
¢ aproximadamente 10 ml de hexana. A mis-
tura foi entfo agitada vigorosamente por 10
minutes e depois fol decantada.

Purificagdo: a solucfio aguosa foi descartada
e 8 porgio hexfnica fol lavada primeiramente
com 20 mt de NaOH iIN, depois com 20 ml de
HC1 1IN, e finalmente com dgua™.

O tubo interne do funil de separaciio foi
limpo com papel de filtro para retirar toda
4dguaz e o extrato hexanico foi coletado e com-
pletado até 10 ml em balio volumétrico.

Determinagdo quantitative

A determinacio quantitativa de p-asarona
foi realizada por 2 métodos: fluorimétrico e
por cromatografia em fase gasosa.

a}

O extrato hexfnico purificado foi transfe-
ride diretamente para uma célula fluorimé-
frica e sua fluorescéneia medida, usando eomo
branco, a hexana. O aparetho utilizado foi o
espectrofotémetre de flucreseéneia * e as condi-
¢des experimentais foram: comprimento de
onda de excitagio = 310 nm, comprimento de
onda de emissdo = 356 nm, largura da fenda
para excitaciic ¢ emissio = 10nm, sensibili-
dade = 0,3, ganho = 1.

Uma curva-padride foi preparada, regis-
trando as intensidades das solugbes-padréo de
B-asarona, com eoncenbracdes variando de § a
2 pg/ml

Métode Fluorimétrice

O fluorimetro foi ecalibrade para 70¢ de
intensidade de fluorescéncia relativa com pa-
drao de B-asarona de 2 ug/ml. Fol feito teste
para verificar o decréscimo da fluorescéneia
das solugdes-padrio de B-asarona durante 3
meses.

Foi realizado teste de recuperagiio com so-
lugbes-padrio de B-asarona de concentragdes
de 0,2 — 0,8 — 0,5 — 1,0 — 1,5 e 2,0 pg/ml
contidas em 160 ml de etanol a 209:. O pro-
cesso de extragio e purifica¢do foi realizado
eonforme o descrito em Preparo das amostras
de bebidas aleodlicas (coluna I desta pdgina)
e as fluorescéneias foram registradas.

b} Métode de eromafografia em fase gasosa

O aparelho utilizado foi o eromatdgrafo **
com detector de ionizaciic de chama e coluna
de ago inoxidével, de 5 pés por 1/8 pol.,, empa-
cotada eom 14,7% de FFAP (Carbowax 20 M
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modificade} em Chromosorb W, 80—100

“mesh”.

As condigbes de operagio foram: tempera-
tura de detector, injetor e coluna = 280, 230
e 200 °C, respectivamente, gas de arrasie =
nitrogénio, fluxo do gas = 70 ml/min, sensi-
bilidade == 4x10~%,

Selugdes-estoque: estearnto de metils de
concentragfo I mg/ml em hexana e f-asarona
1mg/ml em etanol.

Na realizac¢io da curva-padréo foram prepa-
rados padrdes contendo 1, 2, 8, 4 ¢ Smg/l de
B-asarona pela colocacgdo de 100, 200, 300, 400
e 500 pl da solugdo-estoque de f-asarcna em
baldes volumétricos de 100 mi, eontendo 90 ml
de etanol a 20¢. Dessa maneira, proceden-se
como ne preparo das amostras.

A cada extrato hexénico obtide foram adi-
cionados 200 u! da solugfio de estearato de
metila, como padrde interne.

Foram injetados diretamente no cromatd-
grafo 5 ul da solugBo e construlu-se um gra-
fico coloeando nas ordenadas a relagio entre
as alturas do compenente e do padréo interno
e, nas abscissas, a concentragéo de B-asarona.

Comprovacdo qualitativa

Para confirmar a presenga de p-asarona
em bebidas aleodlicas foi utilizado ¢ ezpectro-
fotdmetro de massa acoplade a cromatégrafo

gasoso®. As condicBes de operagdo foram: co-
luna == SP — 2.100, energia dos elétrons —
70 e V, corrente = 80 pA, tensdo do M.E. =
2.000 V, temperatura do injetor, forno e co-
luna, respectivamente 240, 280, 150-220 °(,
TRZAO 10 °C/min.

Os espectros de massa do padrio de S-asa-
rona e o3 das amostras de bebidas foram
comparados qualitativamente.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Foram regisiradas as intensidades de fluo-
rescéncin relativa de solugdes-padrio de -
-asarosa - de concentracies varviando de 0 a
2 pe/ml (tabela 1).

A curva-padrdo demonstrou que a intensi-
dade da fluorescéneia é lincarmente depen-
dente da concentraeic nessa faixa de trabalho.

Verificou-se a esfabilidade da solucio de
B-asarona em hexana, com leituras efetuadas
de tempo em tempo, durante 3 meses.

As porcentagens de recuperagho estio de-
monstradas na tabela 2 e ilustradas na fi-
gura 1. A média das recuperagdes foi de
891,60 = 1,32 onde as determinacdes foram
efetuadas em duplicata. Deve-se salientar que
a fase de extragdo com hexana € critica para
se obter recuperagdo elevada, pois a agitagiio
deve ser continua e vigorosa por 10 minutos.

TABELA 1

Solugies-pudride de f-asarona com suas respectivas intensidades relativas de fluorescénei

B-asarona {ug/mly

Intensidade (%03

2.0
1,5
10
9,5
6,3
9,2

76
53
36
18
19

7

TABELA 2

Porcentagem de recuperagdo das solugdes-padrdo de Q-azarena pelo métade fluovimétrico

f-asarona {ug/ml)

Recuperagio (9%)

2,0 94,72
1,5 90,57
1,0 : 92,38
8,5 i 93,06
03 ! 90,09
0,2 i 92,86
Média =4 Desvio padric (D.P) 81,60 + 138

* Hewlett-Packard mod, 5982A.
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FIGURA 1 — Curvas-padrio das solucfes-padrio de B-asarona (0 a 2 ug/ml) com e sem recuperagiio,
pele método fluorimétrico.
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FIGURA 2 — Curvas-padrdo das solugdes-padrio de g-asarona levando em conta ¢ estearate de metila
comeo padric interno. Cromatégrafo gaseso.
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Os valores por nos enconfrades estio muito
préximos aes encontrades por Worrtowice ™

A gensibilidade do método foi diminuida em
relacdo a do trabalho de Wojtowicz, uma vez
que este autor calibroun o aparelho para dar
0% de intensidade de fluorescéneia relativa
com padrio 1 ppm de B-asarona, enquanto que
no presente trabalho a calibragio foi feita com
2 ppm de B-asarona, Independentemente deste
fato, a sensibilidade do métode ¢ bastante sa-
tisfatdria, semdo de 0,1 ppim.

No métedo de cromatograflia em fase gasosa,
foram elaboradas duas curvas-padrdo: wna,
levando em conta o estearato de metila como
padriao inferne e a outra, sem a adigdo do
mesme. A escelha do estearato de metila como
padréo interno, em lugar de palmitato de etila
como é recomendado por DYER™, ocorreu de-
vide & facilidade de sua aguisigdo.

As alturas des picos foram medidas e rela-
cionadas #as concentrag¢bes da f-asarona (fig.
2 e 3).

Uma vez que & porcentagem média (87,879
de recuperagho foi a mesma para ambos o0s
métodos, isto & uma considerando o padrio
interno & a outra, sem a sus adicdo {tabsla 3},
roi utilizada divetamente a altura do pico na
dosagem de f-asarona em bebidas alcodlicas,
Dessa maneira construiu-se uma nova curva-
~-padrio pelo métede direto, isto é, sem adigdo
de padr@io interne e j& levande em conta a
recuperacho (fig. 4). A média foi de 88,78%
e as determinagdes foram feilas ern duplicata
(tab. 4)., Essa recuperacic ¢ considerada
satisfatéria, tende em vista a baixa conecen-
tragio da A-asarona presente no produto, além
de serem as etapas de destilagho e extragio
requeridas antes da  determinacio cromato-
grifica. A sensibilidade do método fol de
0,25 ppnu

TABELA 3

Percentagem de vecupermgdo das solugies-padrdo de f-asarona considerando ow ndo a adigio de
padrdo interno por cromategrafic em fase gasoesa

g-Asarona Recuperagio (G}
((,Lg/mi} Sem padrio interno Com padridc interno
1 4091 §1,08
2 89,13 89,06
3 85,71 85,71
4 85,29 85,31
B 88,70 88,70
Média BT,87 87,87

TABELA 4

Porcentugem de recuperacio dos solugiss-padrdo de Brosarona sem adigde de padrds interne pelo
método de cromaefografia em fase gusosa

g-Asarona Recuperagfo (9r)

{pg/ml) 1.% Determinagao 2% Determinagio

1 9¢.91 90,91

2 849,18 $1,30

3 85,71 40,48

4 85,39 85,39

] 88,70 89,57
Média = D.P. 87,97 -+ 2,36 ' 88,52 - 2,77

Média final & D.P. 88,75 =+ 257 —
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FIGURA 4 - Curva-padrio de solupdes-padrio de f-asarons sem adiedo de padrae interno, levando

em conta a recuperagiio. Cromatégrafo gasoso.
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Oz teores de S-asarona encontrados nas be-
bidas alecdlicas analisadas variaram de
O pg/ml até um méaximo de 4,90 ug/ml. As
amostras de 1 a 49, por apresentarem baixas
concentragdes de pgB-asarona, foram dosadas
apenas pelo método fluorimétrice, conforme
mosgira a tabela 5, enquante gue as amostras

de BC a 56 foram determinadas pelos dois mé-
fodos e em duplicata (tabela €). Estas altimas
amosiras, todas da mesma marca, apresenta-
ram nivels de f-asavona mais elevados, além
de estarem acima do limite permitido pela
legisiagdo

TABELA &

Teor de f-asarona enconirade em bebidas aleodlicas, métedo fluoriméirico

B-Asarona encontrade

Amaostras
{pg/mb)

1 0,08

2 0,21

3 0,26

4 £,03

5 8,11

3 0,08

7 0,08

8 0,18

g 0,85
10 0,56
11 1,16
12 0,12
13 0,12
i4 0,03
15 0,03
18 0,65
17 4,01
13 0,08
% 4,01
20 0,04
21 0,08
22 4,08
23 0,01
24 0,11
25 0,01
26 0,08
27 0,03
28 4,02
29 8,01
38 0,01
31 0,60
32 0,01
33 0,01
34 0,00
35 0,86
36 0,02
37 0,01
38 0,00
39 0,00
40 0,02
£1 6,09
42 8,01
43 0,01
L% 4,01
45 8,02
48 0,61
47 0,60
48 0,60
49 3,05
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Pela tabela § verificamos que, pelo méfodo
flucrimétrico, obtém-se valores superiores aos
encontrados pela eromatografis em fase ga-
sosa. Uma das possiveis explicacdes para o
fato é o aumento da intensidade de flucres-
cénein devida a compostos no extrato hexd-
nico que também possuem fluocresedneia no
comprimento de onda estabelecido. Por essa
razlo, apesar de menos sengivel, o métoedo

cromatografico é preferivel.

A identidade da pB-asarona nas amostras
analisadas foi confirmada por espectrometria
de massa onde os picos mals Importantes do
padrio de f-asarona e das amostras apresen-
taram abundincias relativas semelhantes,

Os espectros de massa do padrdo e de uma
das amostras estdo ilustrados nas figuras §
e 6, respectivamente. Os pileos mais importan-
tes, em ordem decrescente de abundincia rela.
tiva do padrdo e da amostra, estfo represen-
tades comparativamente na tabela 7.

Oz teores de fi~asarona encontrados ne pre-
sente trabalho, na sua maioriz encontram-se
dentro de limite estabelecido pela legislagdo
do Council of Eurepe® Apenas uwma marca
de bebida alcodlica, dentre as véarias analiza-
das, se acha acima do permitide, que é de
1 ppm {amostras de n.® 50 a 55).

Outros autores tais como MERAT ef olif’
analisando 12 amostras de bebidas alecélicas,
encontraram baixos teores de g-asarona desde
cuantidades nac detectéveis até 0,35 ppm.

LipDLE & SMEDT ™ também nfo detectaram
B-asarona em 12 amostras de vermute anali-
sadas.

Admitindo gue wm homem com peso de 530 kg
consuma 1 litro de bebida alecodlica por dia,
considerando que 1 litro contém 1 ml de extrato
hidroalcodlico, e admitindo o seu peso especi-
fico igual a 1,0, ele estard ingerinde 20 me de
extrato por kg de peso corpdreo por dia.

Segundo FosTER ™, o extrate hidroalcodlico
da variedade européia contém 0,11% de B-asa-
rona. Assim sendo a ingestdo de B-asarona
geria de 0,022 mg/kg de peso corpéreo por dia.

O limite mdaximo de B-asarona em bebidas
alcodlicas estabelecido pele Conselho da Eurcpa
no valor de 1 ppm, corresponde a 0,02 mg/
kg/dia para a ingestdo de 1 litro de bebida.
Constata-se, pois, gue este valor & bastanie
préximo do estabelecido por Fosrer™ ™,

O malor teor de f-asarona encontrade no
presente trabalhe foi de 4,86 mg/l {amostra
53, tabela 6) o que representaria um wvalor
cerca de b vezes superior ac limite méximo
estabelecido. Nio podemos porém sugerir uma
alteracio do valor Hmite méaximo estahelecido
para § ppm embora FOSTEr ™ %, nas experién-
eiag com ratos albino Wistar e racdes contendo
até 7,04 mg/kg peso corpéreo ao dia de p-asa-
rona, nioc tenha observado nenhum efeito sobre
08 mesmos, pols esse mesmo autor coneluia pela
necessidade de mailores estudos face & caréncia
de wm maior ntmero de informagbes.

De fato, parece mais prudente manier-se o
nivel minimo tendo em vista efeitos como po-
tenelagdo com medicamentos, sensibilidade de
individuos com desvios a nivel do sistema ner-
vosoe central, além do conhecimento de possive!
efeito cancerigeno.

TABELA &

Teor de B-azerons encontrado em bebidus wleodlicas. Método Fluorimétrico e por cromatografia em fase

gasoesa
f-asavona (ug/ml)

Amostras Metado Método de Média + D.P.

fluorimétrico eromatografia

em fase gasosa
58 3,33 3,14 3,24 o+ 013
51 2,50 2,07 284 = 037
52 3,40 3,22 331 - 0,13
53 5,35 4,57 4,96 = 0,565
54 5,20 4,60 4,80 & 642
55 .03 1,81 1,98 == 8,17
a6 455 4,90 4,73 + 0,25
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FIGURA § — Espectrs de massa do cxivato hexdnico de uma das bebidas alcodlieas analisadas. Croma-
tagrafo gasoso -~ especkrdmelro de massa.
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TABELA 7

Abunddinein wrelotive dos pieos mueis Dmpoviantes da f-usqrona e do extrato hexdnico de ume das

bebidas alcodlicas analisadas,

obtidos por

espectrometria de magsa

B-asarona

Amostra {exirato hexdnice de bhebida aleodlicad

Picos {mje) Abundancia Picos (mje) Abundéncia

203 140,0 208 160,4
183 43,7 1835 G ,d
i6h 28,5 168 28,8

T 205 14,6 149 18,3
£8 12,1 105 i7,2
162 11,0 162 15,4
187 13,5 209 14,8
91 8,3 187 13,1
180 3.4 161 19,3
105 2,9 177 10,2

CONCLUSGES ambos mostraram praticamente a mesma sensi-

1. Os teores de S-asarena encontrados cm
pebidas aleodlicas variaram desde 0 até um
maximo de 4,96 pg/ml. Algumas amostras
encontram-z¢ acima de 1 ppm, limite permitido
pela legislagio do Councii of Europe®.

2, Supgerimos que © método de cromato-
erpfia em fase gasosa seja adotade como
método oficial na determinacio de B-asarcna
em bebidas alcodlicas, uma vezr que é mais
especifice do gue o métode fluorimétrico e que

pilidade,
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ABSTRACT:
heverages, a quantitative
performed, by

In order to evaluate the presence of calamus ofl In aleohsle
determination
means of twe different

of its
methods:

active principle
fluorometric and

B-asarone was
was  liguid

chromategraphy, and accomplished with atomic mass specirophotometrie analysis,
In 56 samples of aleoholic beverages of 18 different brands, only one demonstirated
to be in higher content than the permitted limit of 1 opm, determined by Eurepe

Ceuneil.

The [-asavone contents varied from ¢ to 4986 ppm.

It was suggested

to employ the gas liguid chromatography technique as official method for deter-

mination of f-asarone
fluorimetric method,

DESCRIPTORS:
mus  oily in alecholic beverages;

in alcoholic beverages,

sinee it iz more speeific than

fA-asarone in aleoholic beverages, determination; flaver (cals-
calamus oil

in alecholle beverages; alcoholie

peverages, flavor; oll, calamus, in alechole beverages.
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