PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ALIMENTOS E NUTRICAO — PPGAN
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE - CCBS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO — UNIRIO

Daniel Ronaldo Chreem

DETERMINACAO DE CARBAMATO DE ETILA EM CACHACAS
COMERCIALIZADAS NO MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO

Rio de Janeiro
2014



Daniel Ronaldo Chreem

DETERMINACAO DE CARBAMATO DE ETILA EM CACHACAS
COMERCIALIZADAS NO MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO

Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pos
Graduacdo em Alimentos e Nutricdo, da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro,
como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Alimentos e Nutrig&o.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alberto Bastos De
Maria.

Co-orientador: Prof. Dr Ricardo Felipe Moreira
Alves

Rio de janeiro
2014



Daniel Ronaldo Chreem

DETERMINACAO DE CARBAMATO DE ETILA EM CACHACAS
COMERCIALIZADAS NO MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO

Dissertacdo de Mestrado apresentada no Programa de
P6s Graduacdo em Alimentos e Nutricdo, da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

Aprovadoem: [/ |/

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Carlos Alberto Bastos De Maria
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO

Profa. Dra. Claudia Cardoso Netto
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO

Prof. Dra. Glorimar Rosa
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ



Chreem, Daniel.

Determinacdo de carbamato de etila em cachacas comercializadas no municipio do
Rio de Janeiro

80 f; 30 cm

Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pds Graduagdo em Alimentos e Nutri¢do
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, 2014.

1. Carbamato de etila. 2. cachaga. 3. Rio de Janeiro 4. Carcin6genos




DEDICATORIA

Dedico este trabalho a meus pais, Olga e
Ronaldo, os quais jamais mediram esforcos e
paciéncia para me incentivar a buscar com

personalidade meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

Baruch Hashem.

A minha familia. Meus pais e meus irmios, Ishac e Mauricio. Nada me energiza e
conforta mais do que té-los ao meu lado e sentar a mesa de jantar, todos os dias para ouvi-los.

Sempre estaremos juntos.

Meus avos, Samuel e Elizabeth, com ensinamentos constantes de que educacdo e
respeito sdo as bases para a formacdo de uma pessoa melhor. Aos meus avos, Ishac e Sara, que
I4 de cima, sempre encontram alguma maneira de sinalizar o meu caminho. A todos meus Tios

e Primos.

Ao meu orientador, prof. Carlos Alberto Bastos De Maria, por toda sua sabedoria e
cumplicidade para elaboracgao deste trabalho. Um amigo pra vida toda.

A minha noiva, Andria Santos, minha eterna Paquita. Parceira de todas as horas para

incentivo, ideias, conforto e perseveranca. Uma verdadeira guerreira.

Aos queridos mestres que fizeram parte da minha vida académica. Aqueles que me
impulsionam para sempre fazer ciéncia. Em especial ao Professor Ricardo Felipe Alves Moreira
(UNIRIO).

As minhas queridas amigas Renata, Marcela, Larissa Cohen e Juliana Leite. Que

revigoram e estimulam apenas com suas presencas.

Aos meus amigos Bruno Salama, Yuri, Topo, Marcio e Bruno Paiva. Todos com uma

maneira diferente de orientar, animar e equilibrar meus pensamentos na medida certa.

Aos meus também mentores nesta jornada Ariel Apelbaum e Rogério Lachtermacher.

Com contribuic&o direta pela busca incessante na minha formagéo.

A toda Powerade Team. Aos amigos José Luiz, Thiago Rocha, Baiana e aos queridos
atletas.

A minha estagiaria Paula Braganca. Pela for¢a, cérebro e bracos emprestados sempre
quando requisitada.



Aos colegas de mestrado, que batalharam comigo nesta jornada. Em especial a Liza

Riacchi. Amiga, companheira de Laboratorio e guia pela busca de erudicdo neste trabalho.

A UNIRIO pela iniciativa do programa de pos-graduagéo, agora mais uma possibilidade

para aqueles que almejam a carreira académica na area de Alimentos em Nutricao.

Ao Mike, meu gato alvinegro.



“Bom mesmo € ir a luta com determinacao, abracar a vida e viver com paixao, perder
com classe e viver com ousadia. Pois o triunfo pertence a quem se atreve e a vida € muito
bela para ser insignificante. ”

(Charles Chaplin)



RESUMO

O carbamato de etila € um composto secundario com reconhecido potencial carcinogénico
encontrado em bebidas alcodlicas destilo-fermentadas como as aguardentes de cana, dentre elas
a cachaca, produto exclusivamente brasileiro. Valores acima de 150 pgL™ de carbamato de etila
recebem embargo do mercado internacional, inviabilizando sua exportagdo para paises com
demanda importante desses produtos. Além disso, com a iminente chegada de grandes eventos
a cidade do Rio de Janeiro como a Copa do Mundo de 2014 e os Jogos Olimpicos em 2016, o
monitoramento da qualidade de cachacas se faz necesséario visando a saide coletiva e a
economia brasileira. Logo, 0 objetivo deste estudo consiste na determinacgdo de carbamato de
etila em cachacas e outras aguardentes de cana comercializadas no municipio carioca. Um total
de 120 amostras de cachacas de foram adquiridas nas 4 regides da Cidade do Rio de Janeiro
(Zona Norte, Zona Sul, Centro e Zona Oeste). No total, 47% das amostras exibiram teores de
CE acima do preconizado pela legislagdo. Os valores médios encontrados na Zona Oeste foi
significativamente (p<0,05) menor do que nas demais regides. Nenhuma diferenca estatistica
(p<0,05) foi observada entre cachacas envelhecidas e ndo envelhecidas. As cachacas foram
claissificadas da seguinte forma: (A) muito alta concentragdo (301-800 mg L™?); (B) alta
concentragéo (151-300 mg L™Y); e (C) concentragéo padrdo (0-150 mg L™1). A regido da Zona
Oeste apresentou 3% das amostras classificadas no grupo A. Por outro lado, a regido Centro
apresentou o maior percentual de cachacgas no grupo A (27%). Todas as regides demonstraram
distribuicdo similar no grupo B. No grupo C, as amostras da Zona Oeste apresentaram maior
percentual (67%) de amostras. Diferentemente, no Centro foi observada menor
representatividade de amostras neste grupo (43%). Um pequeno ndmero (4%) de amostras
multidestiladas foram analisadas, exibindo baixissimos teores de CE (<5 mg L ™). Concluindo,
0s consumidores de cachaca da cidade do Rio de Janeiro continuam bastante expostos a

contaminacéo de CE.

Palavras-chaves: carcindgeno, carbamato de etila, cachaca, Rio de Janeiro.



ABSTRACT

The city of Rio de Janeiro has six millions of habitants and thus is an important consumer
market. Additionally, this metropolis will be one of the 12 host cities for the 2014 FIFA World
Cup Brazil and will host the 2016 Games of the XXXI Olympiad. These competitions are
expected to attract hundreds of thousands of people among participants, visitors and tourists.
The monitoring of EC in cachaga will help decision-makers make better decisions toward
decreasing the level of contamination in order to protect public health. The aim of this study
was to determine the content of EC in cachacas sold in the top five supermarket chains located
in the city of Rio de Janeiro. A total of 120 cachacas from of 29 different brands were acquired
at the 4 different regions from the Rio de Janeiro city (north, south, west and downtown). In
total, 47 % of samples exhibited EC contents above 150 mg I-1. The mean value found in the
west region was significantly (p<0.05) lower than those from other three regions. No
statistically significant (p<0.05) difference was found between aged and non aged samples.
Cachacas were classified, as follows: (A) very high concentration (301-800 mg L—1); (B) high
concentration (151-300 mg L—1); standardized concentration (0-150 mg L—1) (C). The west
region presented 3 % of samples classified in the concentration limit (A). Downtown region
on the other hand presented the greatest percentage (27 %). All regions showed distribution
percentage similar (ca 30 %) in the limit (B). In the limit (C), west region showed the highest
percentage (67 %) of samples. Conversely, downtown region presented the lowest
representativeness (43 %). A small number (4 %) of commercial multi-distilled cachaca has
been analyzed exhibiting very low levels of EC (<5 pg L-1). In conclusion, cachaca consumers

from Rio de Janeiro city continue very exposed to the EC contamination.

Keywords: carcinogen, ethyl carbamate, cachaca, Rio de Janeiro
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1. INTRODUCAO

As aguardentes de cana séo bebidas alcodlicas produzidas a partir de processo de destilacao
simples ou do mosto fermentado da cana-de-agucar, Saccharum officinarum, apresentando teor
alcoolico entre 38 e 54 % v/v em temperatura de 20 °C, podendo ser adicionada de agtcares em
até 6 L, expressos em sacarose. A cachaca, por definicio, é uma aguardente de cana, porém
esta bebida se caracteriza notavelmente por ser um produto de patente brasileira, além de
apresentar teor alcodlico especifico de 38 a 48 % v/v a 20° C (BRASIL, 2005).

Dados histéricos sobre a cachaca sugerem que os primeiros engenhos de aclcar
surgiram no inicio do século XVI no Brasil, principalmente no litoral pernambucano, baiano e
paulista. Antes tida como uma bebida de consumo de escravos e indios, a cachaca tomou 0
gosto popular por ser uma iguaria abundante e de baixo custo. Mesmo com sua proibicéo, em
meados de 1649, a cachaca continuou sendo bastante procurada para consumo forcando sua
liberacdo, contudo, acompanhada de taxacBGes, que contribuiam diretamente para
desenvolvimento de Lisboa aquela época. Em 1819, a cachaca ja era tida como a aguardente do
Brasil. Ainda que no inicio da década de 90 tivesse ocorrido a marginalizacdo do produto com
associacdo a um destilado bruto e de baixa qualidade, houve uma renovacdo do conceito
relacionado a cachaca e sua representatividade comercial e cultural no pais (IBRAC, 2013;
QNESC, 2003).

O reconhecimento internacional da cachaga como produto exclusivo e genuinamente
brasileiro ocorreu em maio de 2013 através de registro realizado no Alcohol and Tobacco Tax
and Trade Bureau (TTB), 6rgdo do governo dos Estados Unidos com especializagdo no
comércio de alcool e tabaco. A atribuicdo da cachaca pelo governo norte-americano aos
brasileiros resultou no acordo de reconhecimento de bourbon whisky e tennesse whisky como
bebidas exclusivas dos Estados Unidos (BRASIL, 2013). Além disso, recentemente a cachaga
se tornou Patriménio Histdrico Cultural do Estado do Rio de Janeiro segundo projeto de lei n°
417/2011 aprovado em 2012, reforcando ainda mais identificacdo desta bebida como produto
caracteristico nacional (BRASIL, 2012a).

Neste contexto, a Associacdo Brasileira de Bebidas divulgou que a produgdo de
aguardentes no Brasil ultrapassa a marca de 1,5 bilhdo de litros por ano, sendo a terceira bebida
destilada mais consumida mundialmente (ABRABE, 2011). Se somados os anos de 2003 e
2004, 17 milhdes de litros de aguardentes de cana foram exportados, com receita de cerca de
U$ 20 milhdes. O Brasil exporta estes produtos para cerca de 45 paises, porém as vendas ndo

chegam a atingir 1 % da producgéo nacional, que varia em torno de 1,3 bilhdo a 2 bilhdes de
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litros. Mesmo com ndmeros imponentes, 0 pais exporta pouco e de forma equivocada, pois se
estima que um terco do produto é vendido a granel, o que torna dificil o controle da origem e a
agregacao de valor de mercado (RODRIGUES; OLIVEIRA, 2007). Quase R$ 16 milhdes de
reais foram obtidos através da venda de aguardentes em 2010 para os principais paises
exportadores, como Alemanha (17 %), Estados Unidos (11 %), Portugal (9 %), Franga (9 %),
Paraguai (8 %), Bolivia (7 %), Espanha (6 %), Italia (4 %), Holanda (3%) e Argentina (2 %)
(IBRAC, 2011; ALICEWEB, 2013).

De acordo com as diferentes etapas no processo produtivo das aguardentes de cana,
alguns contaminantes quimicos organicos e inorganicos indesejados podem ser formados na
fermentacdo e/ou destilacdo da matéria-prima. Os efeitos deletérios destes compostos estdo
relacionados a alteracdes no flavor e a sintese de substdncias quimicas com potencial
carcinogénico, como o Carbamato de Etila (CE) (CARUSO; FARAH-NAGATO;
ALABURDA, 2010). O CE pode ser formado em varios alimentos e bebidas que passam
processos de fermentacdo, porém com valores extremamente inferiores aos encontrados em
bebidas alcoolicas (BOSCOLO, 2001). No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 13 de junho de
2005 preconiza quantidade de CE inferior a 150 pg L™t em cachacas (BRASIL, 2005). Esta
determinacéo estabelecia o limite de adequacéo dos valores de CE até junho de 2010, mas este
prazo foi prorrogado até 30 de junho de 2012 (BRASIL, 2010). O controle sistemético sobre
contaminantes como acroleina, &lcool sec-butilico, alcool n-butilico, metanol, chumbo, arsénio,
cobre e CE é obrigatdrio. A Tabela 1 ilustra os valores maximos permitidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) destes compostos e contaminantes presentes

em aguardentes de cana.
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Tabela 1 - Limites maximos permitidos pelo MAPA dos compostos e contaminantes de

aguardentes de cana e cachaca.

Composto Limite maximo |
Grau alcoolico real (% v/v) 38,0-54,0
Acidez volatil (mg 100 ml* de AA) 150,0
Esteres em acetato de etila (mg 100 ml de AA) 200,0
Aldeidos em aldeido acético (mg 100 ml* de AA) 30,0
Furfural e hidroximetilfurfural (mg 100 ml* de AA) 5,0
Soma dos alcodis superiores: isoamilico, isobutirico e 1-propanol (mg 100 mi* de 360,0
AA)
Coef. de congéneres (mg 100 ml! de AA) 200,0-650,0
Cobre (mg L?) 5,0
Alcool metilico (metanol) (mg 100 ml de AA) 25,0
Carbamato de etila (ug L) 150,0
Alcool sec-butilico (mg 100 mI* de AA) 10,0
Alcool n-butilico (mg 100 ml de AA) 3,0

AA = alcool anidro

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2005.

Sendo um carcindgeno com atividade em diversos tecidos de animais, o CE é
reconhecido como componente com potencial genotdxico e carcinogénico em humanos, que
pode atuar de forma isolada ou sinergicamente com o acetaldeido para formacdo de neoplasias
(LACHENMEIER et al., 2010; IARC, grupo 2?). Sua sintese pode ocorrer através da reagdo do
etanol com compostos nitrogenados, como cianetos, uréia e grupos carbamil (CARUSO;
FARAH-NAGATO; ALABURDA, 2010). Dessa forma, é de fundamental importancia
monitorar a concentracdo de CE em bebidas fermento-destiladas, incluindo a cachaca.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROCESSO DE PRODUCAO DE AGUARDENTES DE CANA

No Brasil a producéo de cana-de-agucar passou por um aumento de aproximadamente 50%
desde o inicio da década de 90, consolidando ainda mais a lideranca mundial, com distribuicao
de produtividade média passando de 44 para 67 toneladas de cana por hectare. A Figura 1
apresenta a lideranca mundial do Brasil, com relacdo a producdo de cana-de-aclcar em
toneladas (BRASIL, 2012b).
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Figural — Série histdrica de producdo dos principais paises produtores de cana-de-agucar,
em milhdes de toneladas.
Fonte: BRASIL, 2012b.

Em Séo Paulo, maior produtor de cana do pais, esta produtividade média é ainda maior com
78 toneladas de cana por hectare e com identificacdo de polos de produgdo com mais de 90
toneladas de cana por hectare (MAPA, 2009; NIPPO-BRASIL, 2011). A cada tonelada de cana-
de-acucar € possivel produzir-se em torno de 56 quilos de acucar, 17 litros de alcool anidro e
49 litros de alcool ou 120 litros de aguardente. O processo de esmagamento da cana fornece em
torno de 70 % de suco doce potavel que pode ser na forma de garapa ou do préprio caldo de
cana (BRASIL, 2009).

Com relacdo a producdo de aguardentes de cana, no territorio nacional, o estado de Sdo

Paulo detém 45% da producdo; esta hegemonia e seguida por Pernambuco (12%), Ceara (11%),
18




Rio de Janeiro (8%), Minas Gerais (8%), Goias (8%), Parana (4%), Bahia (2%) e Paraiba (2%)
(LOPEZ, 2005; EMBRAPA, 2011). A producéo de aguardentes de cana é dividida nas seguintes
etapas: colheita da cana, obtencdo e preparo do mosto, fermentacéo e destilacdo do vinho e, em
alguns casos, envelhecimento. O fluxograma geral do processo de produgdo é apresentado na
Figura 2 (ESPINOZA, 2009).
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Figura 2- Fluxograma geral do processo de producéo de aguardentes.

Fonte: Adaptado de Espinoza, 2009.




2.1.1. Fermentagéo

No processo de producdo de aguardentes, o caldo preparado nas condicOes ideais para
fermentacdao € conhecido como mosto. Entretanto, até este ponto sao necessarios procedimentos
que envolvem a diluicdo do caldo de cana para o ajuste do grau °Brix, correcdo do pH para 4,5
(facultativo), adicdo de nutrientes para leveduras (facultativo), e em determinados casos
aplicacdo de medidas microbioldgicas como antissépticos (AQUINO, 2009).

O mosto produzido é encaminhado para processo de fermentacdo alcodlica, uma das
principais etapas do processo de producdo de aguardentes. A fermentacdo pode ocorrer em
dornas abertas ou fechadas. Na indUstria nacional existe uma predominancia para dornas abertas
por serem de custo menor, de facil sanitizacdo e por permitirem um controle visual maior da
fermentacdo, porém existem aspectos deletérios como o favorecimento a contaminacdes e
perdas de alcool por arraste (NOGUEIRA,; FILHO, 2005; VOLPE, 2013).

Existem, em suma, dois tipos de processos de fermentacdo alcodlica utilizados pelas
industrias de aguardentes: descontinuo (cortes, Melle-Boinot e Melle-Boinot-Almeida) e
semicontinuo (decanta¢do). Todavia, de maneira geral leveduras Saccharomyces cerevisiae de
diferentes tipos de cepas sao capazes de coexistir em diferentes areas, mesmo as mais remotas,
e metabolizar a glicose, obtida através da atividade catalitica da invertase sobre a sacarose
presente na cana. As leveduras descarboxilam o &cido pirdavico a CO- e acetaldeido pela acéo
da enzima piruvato descarboxilase. Sequencialmente, ocorre reagdo de reducdo do acetaldeido
a etanol catalisada pela alcool-desidrogenase. Enquanto o NADH é oxidado a NAD*formando
principalmente etanol e gas carbdénico, como pode ser visto no Esquema 1 e na Figura 3
(PULZATTO, 2000; BRUNO, 2006, BRUNO; VAITSMAN; KINIGAMI, 2007; RECHE;
FRANCO, 2009; NOGUEIRA, 2013; MENDES et al., 2013; BADOTTI et al., 2013).
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C12H22011 + H20 > CsH1206 + CsH1206 (A)

Sacarose Glicose Frutose

CsH1206 »  2CH3CH20H + 2CO- + 2ATP (B)

Etanol

Esquema 1: Processo de fermentacdo alcodlica a partir da metabolizacéo da glicose a
etanol e gas carbonico.

Fonte: Adaptado de Aquino, 2009.

Glicose

2 NAD 2ADP + 2P
2NADH; 2ATP

Acido piruvico (3C) Acido pirtavico (3C)

q F’COZ

Figura 3: Sintese da via de fermentacao alcodlica.

CO;

Fonte: Adaptado de Nogueira, 2013.
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As leveduras além de liberar etanol em maior quantidade (SILVA et al., 2009;
DUARTE; AMORIM; SCHWAN, 2012) também convertem parte dos agUcares do mosto em
compostos secundarios, que sao responsaveis pelas caracteristicas sensoriais da bebida. Dentre
estes é possivel identificar mais de 200 analitos distribuidos em: &cidos organicos, alcodis
superiores, aldeidos, ésteres, entre outros (JANZATTI, 2004; DUARTE et al., 2011). A
fermentagdo alcoolica deve ser conduzida em condic¢Bes adequadas de concentracdo de aglcares
e temperatura aproximada de 26°C a 32°C. Além disso, deve se controlar o pH bem como a
higiene do processo, circunstancias essenciais para garantir os melhores rendimentos
fermentativos e evitar proliferagdo bacteriana, com formacdo de &cidos butirico e acético e
dextranas (AQUINO; FRANCO, 2008; AQUINO; FRANCO, 2009; GALINARO, 2011).
Observa-se a finalizacédo do processo de fermentacdo quando a glicose, substrato das leveduras,
apresenta esgotamento identificado através de analise do °Brix do vinho, denominacao do
fermentado alcodlico do mosto. Nesta situacdo, a superficie do mosto ndo apresenta espuma
pela diminuicdo do desprendimento de CO2, além de redugdo da temperatura e aumento de
acidez (VENTURINO FILHO, 2010).

2.1.2. Producéo de Compostos Secundarios

Durante o processo de fermentacdo, varios compostos secundarios podem ser formados,
entre esses, especialmente os ésteres e aldeidos, sdo os responsaveis pelo aroma e sabor dos
destilados em geral, porém, quando se encontram acima dos limites estabelecidos pelo MAPA
sdo considerados nocivos a saude humana. As quantidades verificadas desses compostos variam
muito entre aguardentes, ressaltando a necessidade do produtor de estar sempre atento ao
processo de fabricacdo da bebida, por meio da realizacéo periodica de analises fisico-quimicas,
principalmente no inicio da safra de cana e do processo de destilacdo. Os compostos
secundarios totais, excluindo-se o etanol em aguardentes, devem apresentar quantidades totais
dentro dos limites apresentados na Tabela 1 (PEREIRA et al., 2003; MIRANDA et al., 2007
MORETTI, 2011).

Os alcoois com mais de dois a&tomos de carbono formados durante o processo fermentativo
sdo conhecidos como 6leo fusel ou dleo de cana. A origem destes & proveniente, em grande
parte, de reacdes de degradacdo de aminoacidos que ocorrem durante 0 processo de
fermentacdo. Aplicando-se esse tipo de reacdo a certos aminodcidos, pode-se explicar a
formacdo dos principais alcoois superiores, como o alcool d-amilico a partir da d-leucina, o

alcool isoamilico a partir da I-leucina e o alcool isobutilico a partir da valina, os quais
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apresentam odores caracteristicos, frequentemente, encontrados em bebidas (PEREIRA et
al.,2003; YOKOYA, 1995).

O acetaldeido, principal aldeido presente na aguardente de cana, € resultado da acdo de
leveduras durante as etapas preliminares do processo de fermentacdo, tendendo a desaparecer
nas fases finais, desde que o mosto sofra aeracdo. Os demais aldeidos sdo obtidos,
provavelmente, a partir da oxidacdo de &lcoois superiores provenientes da degradacdo de
aminoacidos gerados pela hidrolise de proteinas. O furfural, um aldeido de presenca rara em
algumas cachacas, ¢ resultante da decomposicdo quimica de carboidratos. E formado,
principalmente, pela pirogenacdo da matéria organica depositada no fundo dos alambiques. A
sua formacdo é evitada pela destilacdo do vinho limpo, livre de substancias orgénicas em
suspensao. Nas cachacas envelhecidas, o furfural pode ser oriundo da acdo de acidos sobre as
pentoses e seus polimeros (hemiceluloses). Esse composto pode estar presente no caldo de cana,
quando a colheita da cana-de-acucar for precedida da queima do palhico (PEREIRA et al., 2003;
YOKOYA, 1995).

O éster de maior destaque encontrado em aguardentes € o acetato de etila, que € obtido pela
reacdo de pequena quantidade etanol com &cido acético, provenientes do processo de
fermentacdo (PIGOTT; SHARP; DUCAN, 1989). Esse éster e responsavel, quando presente
em pequenas quantidades, pela incorporacdo de um aroma agradavel de frutas na cachaca. Por
outro lado, em grandes quantidades, confere & cachaca um sabor enjoativo e indesejado
(PEREIRA et al., 2003). Mesmo na auséncia de oxigénio, as leveduras Saccharomyces
cerevisiae sdo capazes de produzir pequenas quantidades de &cido acético. Quantidades
elevadas desse acido carboxilico sdo, frequentemente, associadas a praticas de estocagem da
cana e contaminagdo do mosto com bactérias acéticas, decorrente de um tempo excessivo de
descanso entre o processo de fermentacdo e a destilacdo (FARIA, 1989; PEREIRA et al., 2003).

2.1.3 Destilacao

O vinho produzido €é constituido majoritariamente por &gua (com concentracao entre 89
e 94% v/v), etanol (5 a 8% v/v) e demais compostos secundarios (menos de 1 % v/v) em sua
fracdo volatil. Ja sua fracdo ndo volatil ou fixa € composta pelos extratos do mosto, sélidos em
suspensao oriundos da decomposicdo de leveduras e bactérias, e substancias nao soltveis
presentes no proprio mosto como o bagacilho, pequenos fragmentos do bagaco obtidos no
processo de moagem (NOGUEIRA; FILHO, 2005; VOLPE, 2013). A retirada do vinho ocorre
normalmente por gravidade das dornas de fermentacéo e levado diretamente para destilagdo em
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alambique (cobre, aco inox ou misto) de forma descontinua ou em colunas de ago inox ou com

aco inox e partes de cobre (alto ou baixo grau) de forma continua (GALINARO, 2011).

Em média é possivel produzir um destilado de aguardente de cana (38% a 54 % v/v) a
partir de um vinho com 7% a 8 % (v/v). Isto ocorre devido ao aquecimento do vinho nos
destiladores, formando vapores ricos em etanol e compostos secundarios, com posterior
condensacdo por resfriamento retornando a fase liquida do combinado mais concentrado. Este
produto manufaturado compreende a aguardente de cana, ou seja, uma bebida com abundancia
de compostos volateis. Enquanto a parte quantitativa em agua e em substancias fixas do vinho
é conhecida como vinhaga, vinhoto, restilo ou garapdo, que permanece na panela do alambique
(SORATTO; VARVAKISII; HORII, 2007; BRUNO, 2012). O processo de destilacdo além de
concentrar os constituintes volateis da fermentacdo do mosto, também é capaz de formar novos
compostos principalmente por desidratacdo, esterificacdo e acetilacdo. Os congéneres derivados
da reacdo de Maillard, tais como alguns heterociclicos: pirazinas, e compostos furanicos
produzidos da degradacdo de acUcares residuais, estdo também relacionados com aromas, como
0 cacau e caramelo, respectivamente. Os teores de tais substancias sdo muito mais elevados em
aguardentes de alambiques que sdo expostos ao calor intenso por periodos mais prolongados
(LEAUTE, 1990; CANUTO, 2013).

O aparato de utilizacdo para destilacdo tem influéncia direta nas caracteristicas
sensoriais e quimicas da bebida constituida (RECHE et al., 2007). Adicionalmente, a forma na
qual estes equipamentos sdo operados é capaz de alterar o produto final. Assim, a destilagdo do
vinho apresenta trés principais objetivos: a) realizar extragdo de compostos volateis; b)
promover concentracdo seletiva dos compostos organicos volateis desejaveis e eliminagédo
seletiva dos compostos menos volateis que podem representar maleficios a satde ou serem
prejudiciais para as caracteristicas sensoriais da bebida; e c) propiciar reacbes quimicas
interessantes para origem de compostos que tenham a capacidade de influenciar o aroma da
aguardente (RECHE et al., 2007; CANUTO, 2013). A Tabela 2 sintetiza estas variaveis

relacionadas a qualidade da aguardente produzida.
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Tabela 2 — Principais variaveis no processo de destilacdo que podem influenciar na qualidade

da aguardente produzida.

Alambiques

Colunas

Referentes ao
projeto
Material de constru¢do:
cobre, aco inox ou

mistos

Formas de
aquecimento: Fogo
direto, vapor

Arranjo: Alambiques
simples ou de trés
COrpos

Referentes a
operacao

Intensidade de calor
aplicado

Teor alcodlico do
vinho

Capacidade versus
volume de vinho
adicionado

Referentes ao
projeto

Tipo de coluna: Alto
ou baixo grau

NGmero de bandejas

Material de construgdo:

Totalmente em ago
inoXx ou com presencga
de partes de cobre

Referentes a
operacao

Vazdes de vinho

Vaz6es de vapor

Teor alcodlico do
vinho

Formato do capitel

Correta separacdo da
cabeca, cauda e
coracdo

Condensadores:
horizontais e verticais

Pressédo de trabalho

Fonte: Adaptado de Aquino, 2009.
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O material de revestimento dos aparelhos utilizados na destilacdo de vinhos de cana é
constituido muitas vezes de cobre, um metal bom condutor de calor, maleavel, com boa
resisténcia ao desgaste fisico e que pode apresentar influéncia determinante nas caracteristicas
sensoriais da bebida. Porém, as reaces entre os congéneres e as superficies de cobre do
destilador s@o especialmente de maior relevancia do ponto de vista da formacdo do produto
final, em virtude da possibilidade da remocdo ou modificacdo de muitos congéneres
desagradaveis presentes, pois se acredita que o metal atue como catalisador de reacdes de oxi-
reducdo, nas quais compostos sulfurados volateis transformam-se em compostos insoluveis,
enquanto a superficie metalica da chapa, exposta aos vapores do destilado catalisa a
esterificacdo dos acidos organicos pelo alcool, bem como promove a reducéo e a consequente
remocao de compostos sulfurados como o sulfeto de dimetila (FARIA et al., 2003).

Os dois principais processos de destilacdo do mosto fermentado mais utilizados para a
producédo de aguardentes compreendem a destilacdo em alambique de cobre (destilacdo em
batelada) e a destilacdo em coluna de ago inoxidavel. Outros sistemas de destilacdo ja foram
testados, mas ndo apresentaram melhorias significativas na qualidade da cachaca em relacéo
aos processos ja estabelecidos (RECHE; FRANCO, 2009).

2.1.3.1 Destilacdo em Alambique

No aquecimento do fermentado em alambiques, é possivel separar o destilado em duas
fragbes: Flegma e vinhoto. Na fracdo flegma existe uma divisdo durante o processo de
destilacdo do seu contetido hidroalcodlico em trés subfracdes sequenciais: cabeca (78% v/v),
coracao (57% v/v) e cauda (27% v/v). Do ponto de vista comercial, a fracdo coracdo é a de
maior (ou Unico) interesse mercadoldgico por apresentar menor quantidade de compostos
indesejaveis bem como aspecto mais limpido e incolor (BIZELLI; RIBEIRO; NOVAES, 2000;
SOUZA, 2009). A determinacdo do melhor ponto de corte entre as trés fracdes de destilado, é
realizada através do acerto do perfil qualitativo e quantitativo dos alcodis, ésteres, acidos graxos
e aldeidos, com especial atencdo para o conteddo de CE, metanol, acroleina, 1-e 2-butanol
compostos considerados como contaminantes organicos e alguns sendo responsaveis por
geracdo de off-flavor na bebida (BIZELLI; RIBEIRO; NOVAES, 2000). Os analitos mais
volateis e com menor ponto de ebulicdo ao alcool etilico podem ser recolhidos na primeira
fracdo do destilado (cabeca) enquanto os menos volateis e com ponto de ebuli¢do superior ao
alcool etilico sdo coletados na fracdo final (cauda). As por¢Ges medianas volateis compdem a
fracdo coragdo. Adicionalmente, 0 comportamento de compostos secundarios é dependente de

suas propriedades termodinamicas, podendo ser distribuidos em categorias de compostos mais
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volateis que o &lcool (representados por ésteres e muitos aldeidos), compostos menos volateis
que o alcool (compostos fendlicos e acidos organicos) e compostos que sdo mais volateis que
0 alcool nas solugdes alcodlicas de baixa concentracdo e menos volateis que o alcool nas
solucdes alcodlicas mais concentradas (YOKOKA, 1995; BIZELLI; RIBEIRO; NOVAES,
2000). Porém, esta metodologia de corte em processo artesanal de producdo de aguardentes
pode ser perigosa ja que ainda é realizada de forma totalmente empirica, baseada na experiéncia
do mestre alambiqueiro, e sobre as concentracdes de alcoois, avaliada por medidas de densidade
(SILVA; MACEDO; MALCATA, 2000; CANUTO, 2013).

A vinhaga obtida apresenta contetldo muito pobre em teor alcéolico e riqueza em agua,
podendo ser reutilizada como repositor de minerais e dgua na lavoura (NOGUEIRA; FILHO,
2005; RECHE; FRANCO, 2009). Porém, o uso (ou descarte) indiscriminado e inadequado de
vinhaca em solos e 4gua pode apresentar problemas ambientais relacionados a esta pratica.
Algumas alternativas vém sendo propostas para reciclagem da vinhaga como, por exemplo,
fertirrigacdo e producdo energética, (CHIRSTOFOLETTI et al., 2013). A Figura 4 apresenta

em sintese a anatomia de um alambique para destilacdo de vinhos de cana.
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Alonga

Capitel ~#*  Saida de agua

Vinho
Condensador

\ Entrada de
agua

Gas |- Vinhaca

Figura 4 - Alambique simples fabricado em cobre.

Fonte: Adaptado de Souza, 20009.



Devido a facilidade de producdo e manipulacdo, a aplicacdo de destilagdo de
aguardentes em alambiques revestidas de cobre é a metodologia preferencial para pequenos
produtores. Mesmo com a possibilidade de contaminacao da bebida pelo cobre do alambique,
sua utilizagdo ainda é bem vista em detrimento ao papel de catalisador durante o processo de
destilacéo realizado por este metal (FARIA, 1982). Ainda sobre as vantagens de alambiques de
cobre, a auséncia deste metal no destilador pode produzir um defeito sensorial com aroma
sulfurado no produto final, que também é possivel de ser observado em colunas de destilacao
(FARIA, 1982; ROTA, 2008; ROTA; FARIA, 2009). Entretanto, a legislacdo brasileira proibe
0 uso de cobre em equipamentos destinados a produgdo de alimentos (BRASIL, 2007;
RIACCHI et al., 2013).

A comparacdo das analises da composicdo quimica das fragbes de destilados em
alambiques com destilados em colunas de aco inox oriundos do mesmo vinho de cana, usando-
se tratamento quimiomeétrico dos resultados analiticos para trinta e nove compostos organicos,
confirmou que as fragdes oriunda da destilacdo descontinua, cabeca, coracdo e cauda, séo
guimicamente distintas entre si e também do correspondente destilado do mesmo vinho obtido
da coluna de aco inox (destilacdo continua). A analise de componentes principais de 39
compostos organicos, dentre eles contaminantes como o carbamato de etila, demonstrou
discriminacdo dos quatro destilados (trés da destilacdo descontinua e um da destilacéo
continua), com variagdo total de 71,2% (SERAFIM et al., 2012).

2.1.3.2 Destilagcdo em Coluna

No caso da destilagdo em coluna de aco, ndo ha estratificacdo do destilado em fragdes,
devido ao sistema ser continuo, ou seja, a alimentacdo da coluna com vinho e a saida do
destilado acontecerem simultaneamente e durante todo o processo. Outro fator importante na
destilacdo em coluna é a quantidade de pratos tedricos que esta possui. Um alambique simples
possui apenas um prato, enquanto que em colunas de baixo grau, utilizadas na producao de
aguardente, o nimero varia de 15 a 20 pratos (RECHE; FRANCO, 2009).

A Figura 5 esquematiza uma coluna de destilacdo empregada em processos industriais
de producdo de aguardentes de cana. A coluna de destilacdo € constituida por um cilindro de
aco inox, com variacdes de diametro e altura em funcdo da sua produtividade horéria, provida
internamente com bandejas que contém chaminés, calotas e sifées. O vinho é introduzido
continuamente na parte superior da coluna, de onde vai descendo de bandeja em bandeja e,

simultaneamente, a vaporizagédo do alcool e dos demais compostos volateis ocorre em virtude
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do aquecimento do sistema pelo vapor de agua. O vinhoto se instala na base da coluna, enquanto
no topo os vapores contendo alcool e as demais substancias volateis, que sdo separadas através
de um condensador, ou podem sofrer ainda uma condensacgéo parcial e retornar ao interior da
coluna. O sistema pode dispor ainda de um condensador auxiliar para liquefazer os vapores que
ndo se condensaram anteriormente. Os destilados alcoolicos provenientes dos dois
condensadores passam juntos pela resfriadeira e sdo coletados. Ap6s armazenado, o destilado
assim obtido pode ser diluido em &gua, adocgado e filtrado, antes de ser engarrafado (NOVAES,
2000).

2.1.3.3 Bidestilacao

A prética de bidestilagdo foi proposta inicialmente para producdo de outras bebidas
destiladas, como o uisque, o conhaque e o rum, visando a obtencdo de um destilado mais leve
para ser posteriormente envelhecido (NOVAES, 1999). Embora as destilarias brasileiras em
geral ndo utilizem este tipo de metodologia, j& existem algumas marcas de aguardentes
bidestiladas no mercado, contudo as mesmas ndo sao difundidas tdo amplamente quanto as
bebidas por destilacdo tradicional. Tecnicamente, a bidestilacdo consiste na realizagdo
sucessiva de destilagdes em alambiques distintos ou mesmo no mesmo alambique. Em sintese,
o vinho fermentado é destilado até que todo o alcool presente seja recuperado, sendo o destilado
assim obtido (30% volume de alcool a 20 °C) submetido a uma nova destilagcdo, onde sdo
separadas a “cabeca” (10%), o “coragdo” (80%) e a “cauda” (10%), conforme a destilacdo
tradicional da cachaca. O destilado alcodlico simples assim obtido é entdo envelhecido também
podendo ser diluido para a producdo da cachaca (CAVALCANTI, 2009).
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A - Coluna de destilagdo
R, - Condensador Auxiliar
T — Trombeta

V — Vinhaga

B - Registro de vapor

R - Aquecedor de vinho

J - Resfriadeira

P —Proveta

E - Prova de Esgotamento

Figura 5 — Esquema simplificado de uma coluna de destilacdo de aguardentes de

cana.

Fonte: NOVAES, 2000.
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Na sequéncia, a destilacdo secundaria elimina novas fragbes cabeca e cauda,
promovendo reducdo substancial do volume para armazenamento. Todavia, € necessaria adicdo
de agua destilada previamente ao engarrafamento em decorréncia da elevagédo do grau alcodlico
deste novo destilado, muitas vezes acima dos valores recomendados para comercializagdo
(MUTTON; MUTTON, 2005).

A técnica de bidestilacdo, portanto, produz uma aguardente mais padronizada, com
qualidade fisico-quimica superior as provenientes de monodestiladas, com menor acidez acética
e caracteristicas sensoriais mais agradaveis. Esta melhoria da qualidade da aguardente
bidestilada é buscada pela separagdo de fragBes ricas em compostos indesejaveis, como é 0 caso
dos aldeidos, metanol, &cido acético e carbamato de etila, e de outros compostos volateis
prejudiciais a qualidade sensorial da bebida e a satde do consumidor (NOGUEIRA; FILHO,
2005; DE SOUZA et al., 2009). Rota e Faria (2009) observaram efeitos positivos sob o ponto
de vista sensorial no processo de bidestilagdo de cachacas, com tendéncia de maior aceitacéo
da amostra bidestilada em alambiques de cobre, em relagdo aos atributos sabor, impresséo
global e sabor residual, quando comparada a amostra de cachaca destilada em alambique
tradicional. No caso das amostras de cachacas produzidas em colunas de aco inox, foi
constatado melhor aceitagdo do aroma e sabor residual.

A respeito da redugdo quantitativa de contaminantes, nos processos de bidestilagdo
ocorre remocao de cobre proveniente de alambiques mal conservados (CAVALCANTI, 2009).
Amaral e colaboradores apresentaram médias de teores de cobres de cachacas bidestiladas
menores do que nas cachagas monodestiladas com valores de 2,40 mg L™ + 0,36 € 4,97 mg L*
+ 0,06, respectivamente. Os valores de aldeidos e ésteres também apresentaram médias
inferiores nas cachagas bidestiladas comparadas as cachagas destiladas tradicionalmente,
sugerindo que as seguidas destilacdes podem representar uma alternativa para um melhor
controle da producéo, da padronizacéo e qualidade da cachaca. Ressalta-se que a contaminagéo
de cobre em aguardentes acontece durante a destilagdo, quando se forma o azinhavre
(CuCO03Cu(OH),) nas paredes internas dos destiladores de cobre. Esse composto é dissolvido
pelos vapores alcodlicos acidos, contaminando o destilado (LIMA et al.,2007). Quando o
produto contaminado é consumido, o excesso de cobre solivel no organismo pode ser toxico
devido a afinidade que o cobre possui com grupos S-H de muitas proteinas e enzimas, podendo

ser a causa de vérias doengas, estado este conhecido como hipercupremia (MORETT], 2012).
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2.1.4 Envelhecimento

De acordo com a Ultima atualizacéo para regulamentacdo da conformidade da cachaca
pelo INMETRO, o armazenamento ou estocagem da cachaca deve ser realizado em recipientes
produzidos com diferentes tipos de madeiras, aco inoxidavel ou aco carbono isolado
internamente, de forma que ndo ocorra contaminacdo da bebida. As &reas de estocagem devem
obedecer a legislacdo vigente, principalmente em referéncia aos padrdes de temperatura e
umidade (BRASIL, 2009b). Neste processo, sdo recomendados barris de madeira cuja
capacidade varie entre 200 e 700 litros (LEA; PIGGOT, 2003). No Brasil, 0 MAPA estabelece
capacidade méaxima de 700 litros para o envelhecimento de aguardentes de cana (BORRAGINI,
2009). Dentre os tipos de madeira mais utilizados, destacam-se: Carvalho (Quercus sp), araruva
ou arariba (Centrolobium tomentosum), jequitiba rosa (Cariniana strellensis Raddi Kuntze),
jequitiba branco (Cariniana legalis), balsamo ou cabretva (Myroxylum peruiferum), amendoim
(Pterogyne nitens), ipés amarelo e roxo (Tabebuia sp), freijo (Cordia goeldiana) e amburana
ou imburana (Amburana cearensis) (BORRAGINI, 2009).

O tempo de envelhecimento de aguardentes leva em média de 3 a 6 meses, porém
existem aguardentes que ficam armazenadas por periodos maiores. As cachacas podem ser
denominadas de acordo com seu teor de envelhecimento. A cachaga premium deve conter 100
% de cachaca envelhecida por um periodo ndo inferior a um ano. No caso da extra premium o
produto também deve conter 100 % de cachaca, porém com envelhecimento minimo de trés
anos. Ja a “envelhecida”, necessita da presenca de pelo menos 50 % de cachaca reservada por
um periodo ndo inferior a um ano. O envelhecimento de aguardentes influencia na suavizagéo
do aroma e sabor da bebida, principalmente pela oxida¢do de aldeidos, com caracteristicas
pungentes, oriundos do processo de fermentacdo alcodlica (MAIA; CAMPELO, 2005,
BOSQUEIRO, 2010).

Durante o processo de envelhecimento, ocorrem interacdes quimicas dos componentes
da destilacdo entre si, com o etanol, o oxigénio da atmosfera e componentes da madeira. A
oxidacao de aldeidos e &cidos fendlicos e a decomposicdo da lignina, hemicelulose e celulose
em mondmeros sollveis como acidos fenolicos, também pode acontecer durante a estocagem
da bebida. Por conseguinte, interacBes entre os acidos fendlicos produzidos e os alcoois do
fermentado destilado geram ésteres fendlicos que fornecem aromas agradaveis a bebida.
Alteracdes na coloracao das aguardentes também podem ser vistas variando de amarelo claro a
vermelho dourado, bem como aumento da viscosidade e oleosidade do produto. Sendo assim,

o envelhecimento da aguardente em tonéis de madeira promove diminuicdo significativa do
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sabor alcodlico e da agressividade da bebida, com simultdneo aumento da dogura e do sabor de
madeira, proporcionando uma efetiva melhora sensorial do produto (CARDELLO; FARIA,
1999; PARAZZ| et al., 2008; BOSQUEIRO, 2010).

A avaliacdo da composicado quimica durante os processos de armazenamento demonstra,
de fato, alteracdo no perfil fisico-quimico de aguardentes. Por exemplo, na estocagem de
aguardentes em tonéis de carvalho em um periodo de 390 dias foi possivel observar tendéncia
de aumento do teor alcoodlico, sugerindo que a evaporagédo de agua do destilado foi maior que a
de etanol durante esse periodo. Com relacdo a acidez volatil da aguardente, houve aumento
progressivo no decorrer do periodo de envelhecimento, sendo que ao seu final a aguardente
apresentou 83,14 mg de acido acético por 100 mL* etanol puro, contra um valor inicial de 8,17
mg de 4cido acético 100 mL*etanol puro. Esse aumento se deve a reacio de oxidacéo do etanol,
a qual contribui para a formacao de acetaldeidoque conduz a formagéo de acido acético. Além
disso, determinados componentes secundarios provenientes da madeira, tais como taninos e
compostos fendlicos favorecem este aumento de acidez. Os ésteres, produtos da fermentacéo
alcoolica por leveduras, também sdo produzidos por esterificacdo de acidos graxos com o etanol
durante o envelhecimento, levando a maior concentracdo nas bebidas produzidas desta forma.
O teor de aldeidos da aguardente aumentou cerca de 125%. Uma das rea¢Ges quimicas mais
importantes durante a maturacdo e que altera os componentes do destilado é a oxidagédo e
formacdo de acetal. Também houve aumento de furfural, provavelmente em consequéncia da
degradacéo de pentoses do tonel de carvalho. Os congéneres apresentaram aumento de 43% ao
fim do processo de envelhecimento da aguardente. E importante pontuar que, neste achado os
teores de cobre tiveram ligeiro declinio, com a possibilidade de absor¢do ou adsorc¢ao do metal,
ou mesmo interacdo direta com taninos, intensificando a coloragcdo da bebida (MIRANDA et
al., 2008).

Partindo do principio da dificuldade de aquisicdo de madeiras de lei, no mercado
nacional, e ao alto custo de importacdo de carvalho é importante que os produtores busquem
formas alternativas e inteligentes para o armazenamento das aguardentes com ganho sensorial
na bebida. Viegas e colaboradores (2013) observaram a potencialidade do armazenamento de
cachacas em tonéis de eucalipto (Eucalyptus saligna). Considerou-se relevante utilizar uma
espécie arbdrea capaz de suprir o mercado com madeira adequada para 0 armazenamento de
destilados. Neste estudo, foi constatado que a estocagem de cachagas no periodo de um més
proporcionou menor reducdo do teor alcodlico, com valores entre 45 e 45,8 % v/v. Além disso,
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em uma das espécies de eucalipto analisadas foi identificada maior reducéo no teor de acidez
da cachaca, de 16,96 para 9,63 mg de acido acético 100 mL™.

A espectrometria de massas (EM) vem sendo aplicada para investigacao da legitimidade
do envelhecimento de aguardentes. Em um estudo, amostras de cachacas recém destiladas
foram adulteradas propositalmente pela adi¢cdo de serragem, corantes ou esséncias, com intuito
de simular envelhecimento natural em barris de madeira ao longo de 1 a 2 anos. A simples
inspecdo visual no cromatograma total de ions revelou diferencas notaveis entre a
espectrometria de massas via ionizagdo por infusdo direta de eletrospray (ESI(-)-EM) das
amostras auténticas (envelhecidas em barris de carvalno ou amburana) e as amostras
falsificadas. Um conjunto de ions diagndsticos foram detectados no ESI(-)-EM das amostras
auténticas envelhecidos em carvalho (m/z 197, 241, 301 e 307) e amburana (m/z 271 e
377/379). Esta metodologia rapida e direta parece ser util como procedimento de rotina para
monitorar a préatica de falsificagdo altamente rentavel e comum no mercado de aguardentes (DE
SOUZA et al., 2013).
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2.2 CARBAMATO DE ETILA COMO CONTAMINANTE EM CACHACAS

A quase uma década o CE é objeto de estudo em bebidas alcodlicas no Brasil. Na época,
foram apresentados dados alarmantes das quantidades presentes em cachagas comum a
concentragio média de 770 pug L™ registrada em uma ampla pesquisa em bebidas comerciais
no Brasil. Tendo isto em evidéncia, varios autores observaram a ocorréncia de CE em cachacas
produzidas em Minas Gerais, identificando teores médios de CE bem acima dos valores
méaximos de 150 pg L™* (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; LELIS, 2006; BAFFA JUNIOR
etal., 2007; BARCELOS et al., 2007; LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008).

Em recente pesquisa, Lachenmeier e colaboradores (2010) avaliou o risco de cancer da
populacdo brasileira frente a exposicdo do CE presente na dieta, principalmente com relacdo a
cachaca e tiquira (aguardente de mandioca). A avaliacdo de risco revelou, como resultado de
um amplo levantamento bibliografico, uma concentracdo média de CE em cachacas destiladas
em alambique e em coluna de 380 pg L™ e 490 pg L respectivamente. A faixa de exposicio
diaria ao CE pela populacdo foi estimada em 0,1-0,2 g por kg de massa corporal (mc), sendo
a cachaca o principal fator contribuinte (0,06-0,07 ug kg™ mc). Em relagido a MOE (margem
de exposicao), a media calculada foi de 1.300, fato considerado preocupante, visto que o valor
de baixo risco foi estimado em MOEs maiores ou iguais a 10.000, indicando um risco
significativo de cancer da populagdo brasileira consumidora de aguardentes, em especial de
tiquira e cachaca. Em conclusdo, os autores ressaltaram que se o teor médio de CE nas cachacas
estivesse em 150 pg L (nivel maximo tolerado pelo MAPA), haveria aumentos da MOE para

patamares mais seguros.

2.2.1 Metabolismo de CE

O CE é um composto com caracteristicas mutagénicas que pode produzir adutos de DNA
in vivo, com caracteristica procarcinogénese em ensaios com roedores (SCHLATTER;
DINOVI; SETZER, 2010). Neste modelo animal € possivel observar que 0 metabolismo de CE
é regulado ao menos por trés caminhos distintos. Mais de 90% da ingestdo de CE é hidrolisada
a etanol, aménia e dioxido de carbono. Cerca de 0,1% é reversivelmente convertida a N-
hidroxiuretana e menos que 0,5% do CE é metabolizado a carbamato de vinila, sequencialmente
induzindo a formacdo de epdxi carbamato de vinila, o composto responsavel pelo carater
carcinogénico do CE por sua capacidade de formar adutos de DNA, RNA e proteinas
(SCHLATTER; DINOVI; SETZER, 2010; SAKANO et al., 2002). O Esquema 2, apresenta o

metabolismo do CE observado em camundongos, neste é possivel identificar a reacdo de
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hidrélise do CE a etanol, CO2 e aménia pela acdo de uma esterase (reacao I). A N-hidroxilacao
de CE forma carbamato de N-hidroxietila (Esquema 2, reacdo Il), enquanto sua C-hidroxilacédo
produz carbamato de a-hidroetila (Esquema 2, reacéo I11) e a oxidacao de cadeia lateral de CE
é responsavel pela sintese de carbamato de vinila (Esquema 2, reacdo 1V), todas catalisadas
pela agéo da citocromo P450 2E1 (CYP2E1). No decorrer do metabolismo, temos: carbamato
de N-hidroxietila sofrendo reacéo de conjugacdo e é excrec¢do via urina (Esquema 2, reagéo V);
metabolizacéo de carbamato de a-hidroetila a CO2 e amonia (Esquema 2, reagéo VI); oxidagéo
do carbamato de vinila a epdxido carbamato de vinila (Esquema 2, reacdo VII); e reacdo de
conjugacao do epoxido carbamato de vinila com a glutationa, com formacéo de CO2 e aménia,
com excrec¢do urindria (Esquema 2, reacdo VIII) (EFSA, 2007; GALINARO, 2011).
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39



Esterases microssomais hepéticas participam na producdo de metabolitos, porém a
CYP2EL1 tem sido destacada como a principal enzima relacionada ao metabolismo de CE nas
reacdes de formacao de N-hidroxiuretana e carbamato de vinila. Isto pode ser observado através
da comparacao de ratos selvagens e ratos com knockout CYP2E1 que receberam doses de CE.
Independente da dose, 91 a 93% do CE foi rapidamente absorvido e metabolizado a **CO. nos
animais gavados, posteriormente houve eliminacao via expiracdo aérea em torno de 6 horas
apos a ingestdo. O modelo animal com CYP2E1-null exalou seis vezes menos **CO; indicando
a participacdo majoritaria desta enzima no metabolismo de CE (HOFFLER; EL-MASRI;
GHANAYEM, 2003).

Em outro estudo, foi administrada dose Gnica de 10 ou 100 mg Kg* de peso de CE
marcado (**C-etil-uretana marcada) em ratos sem (-/-) e com (+/+) expressdo de CYP2EL.
Dentro de um periodo de 24 horas os ratos +/+ eliminaram aproximadamente 80 % da dose
total administrada contrastando com 40 % da dose total eliminada por ratos -/- na forma de
14C0,, corroborando achados anteriores que sustentam a hipétese de participacdo predominante
de CYP2EL. A respeito de outras formas de excrecdo do CE ingerido, menos do que 1 e 5 %
foram eliminados através de volateis organicos radioativos para ratos +/+ e -/-, respectivamente,
e valores inferiores a 1 % para ambos tipos de animais. A Tabela3 apresenta as formas de
eliminagdo de CE investigadas nos ratos (HOFFLER; GHAY ANEM, 2005).

Tabela 3 - Resumo da excrecao de 24 horas de carbamato de etila marcado ap6s administracao
de doses de 10 e 100 mg Kg™.

14C-etil-uretana

100 mg Kg* 10 m /Kg!
CYP2E1L +/+ CYP2EL -/- CYP2EL +/+ CYP2E1L -/-
CO2 875+29 38,0 + 2,22 78,5+ 3,6 30,0 + 4,22
Volateis Organicos 0,7+0,1 3,0+0,5% 0,6+0,5 4,2+0,4%
Urina 3,1£05 4,7+0,8 3,7+0,3 3,2%0,6
Fezes Neg Neg Neg Neg
Total percentual da dose 91,3 45,7 82,8 37,4

Neg = Valores inferiores a 1 %. valores de CYP2E1-/- estatisticamente diferentes dos valores correspondentes de
CYP2E1 +/+ (P <0,05).

Fonte: Adaptado de HOFFLER; GHAY ANEM, 2005.
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O potencial carcinogénico de CE pode ser influenciado pela ingestédo de etanol, que
também é metabolizado por CYP2EL. Esta relacdo pode levar a remocéo primaria de CE pela
reacdo de hidrdlise (OMS/WHO, 2012) ou superexpressar producdo enzimatica de CYP2E1
levando a metabolizacdo ainda mais veloz de CE apds ingestao e participar sinergicamente com
o etanol para formacédo de epoOxi carbamato de vinila (IARC, 2010). Por exemplo, Kristiansen
etal.(1990) observaram reducdo na incidéncia de tumores de pulm&ao em roedores que ingeriram
agua contendo CE e etanol em concentrac6es de 10% e 20%, cerca de 1/2 e 2/3 respectivamente.

Assim, atualmente os trabalhos realizados principalmente em ratos tentam estabelecer
se a relacdo entre CE e etanol é de fato antagbnica ou sinérgica ou mesmo se ambos dependem
de doses diérias ingeridas para que esta relacdo direta se estabeleca de forma favoravel ou

contraria a formacéo de epdxi carbamato de vinila (RIACCHI et al., 2013).

2.2.2 Potencial carcinogénico do CE

Inicialmente, o CE foi empregado em pesquisas como composto biologicamente ativo para
farmacos hipnéticos e anestésicos, tendo sua utilizagdo descontinuada apenas coma
disponibilidade de barbitlricos para estes tipos de tratamentos (SCOEL, 2012).
Adicionalmente, era comum a utilizacdo de CE como intermediario para preparo de
aminoacidos, além de servir como solubilizante e co-solvente no desenvolvimento de pesticidas
e cosmeticos, bem como bactericidas topicos e anestesico para animais. Curiosamente, até o
final da década de 60 a administracdo de CE era estudada com intuito antitumoral para
diferentes casos de cancer como multiplos mielomas e neoplasias de lingua, mama, prostata,
entre ouros (LAPIDES, 1949; BLACK; SPEER, 1956). A administracdo oral de 1 a 6g de CE
por dia em um periodo de aproximadamente quatro meses em pacientes com leucemia e outros
tipos de cancer somaticos demonstrou efeitos colaterais recorrentes como diarreia, nauseas e
vOmitos. A leucopenia também era comumente observada em individuos com neoplasias
somaticas, porém esta queda importante de contagem de células brancas era vista de forma
positiva em pacientes com leucemia. Na administracdo de CE por via intramuscular, houve
observacao de tonturas, enjoos e sonoléncia. Apds a cessao do tratamento com CE era possivel
observar reversdo de alguns efeitos deletérios que eram identificados durante o periodo de
tratamento (BLACK; SPEER, 1954; SERMAN, 1955; TEITEL et al., 1965). Sequencialmente,
achados cientificos identificaramoutros efeitos colaterais como necrose hepatica, sedacéo,

nausea persistente, anemia, fibrose de linfonodos e pneumonia fatal frente a exposicao de CE
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em humanos levando sua utilizagdo para critérios mais rigidos de utilizacdo (HIRSCHBAECK
etal., 1948; FIELD; LANG, 1988).

Em virtude de ensaios realizados em ratos e camundongos, verificou-se incidéncia de
adenomas pulmonares, papilomas de pele, linfomas malignos, hepatomas, carcinomas
mamarios, tumores de ovarios, hemangiomas hepaticos e tumores melanéticos de pele, entre
outros (LUEBKE et al., 1987; FIELD; LANG, 1988). Ainda nestes animais, houve exposi¢do
transplacentaria de CE, desenvolvendo teratogénese e diversos tipos de adenomas em fetos
(KLEIN, 1954).0 risco de exposicdo também foi detectado durante periodo de
lactacdo(VESSELINOVITCH et al., 1971; FIELD; LANG, 1988). Estas pesquisas levaram a
classificagdo do CE como possivel e provavel carcinégeno humano pela International Agency
for Research on Cancer (IARC) e United States Environmental Agency Protection (US EPA),
respectivamente (BELAND et al., 2005; BAAN et al., 2007; BRASIL, 2009). Todavia, em 2007
a IARC reclassificou o CE como composto pertencente ao grupo “provavel cancerigeno para
seres humanos”, 2A, que contém substancias como arsénio, acrilamida, chumbo e mercdrio,
situacéo ratificada pela mesma IARC em 2010 (EFSA, 2007; IARC, 2010; SCOEL, 2012). De
acordo com o Programa Toxicoldgico Nacional dos Estados Unidos (NTP), é possivel
exposicao a risco em humanos através de inalagdo, ingestdo e contato com a pele (NTP, 2011).

Segundo recente relatorio produzido pela Comissao Cientifica Europeia sobre Limites de
Exposi¢do Ocupacional (SCOEL), é razodvel assumir que o CE é um carcindgeno humano
estabelecido, com base em contundentes evidéncias de sua carcinogeneicidade em modelos
animais, com inducao de tumores malignos em ratos e camundongos em multiplos locais de
proliferacdo e com diferentes formas de administragdo, como oral, intravenosa e intramuscular.
Também se sugere que o CE é um composto genotdxico, mutagénico e clastogénico,
especialmente com sua ativacdo metabdlica (SCOEL, 2012). No que tange a relacdo de CE com
a clinica veterinaria, sua aplicacdo via intravenosa garante anestesia duradoura e estavel em
animais, conferindo baixa depressdo cardiorrespiratdria, porém a recomendacao de aplicacdo é
limitada em funcgéo dos riscos oferecidos as cobaias e aos pesquisadores. Tanto que em 2005,
o Comité Institucional de Biosseguranca NorteAmericano (IBC) classificou o CE como
“quimico perigoso relatavel” que, quando utilizado, deve ser relatado para todos comités de
cuidado e ética em animais, quando utilizado in vivo (IBC, 2005).

Ressalta-se, que o perigo de exposicdo ao CE se evidencia ainda mais em virtude de sua
formacdo natural durante processo fermentacdo de alguns alimentos além das bebidas

alcoolicas, como vinagres, molhos de soja, queijos, iogurtes e azeitonas. (OUGH, 1976;
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BATTAGLIA; CONACHER; PAGE, 1990; ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991; BOSCOLO,
2001; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002). Ainda ha casos de presenca de CE, em alimentos
como chucrute, extrato de levedura (41 pg L) e “pudim de natal” apresentando baixos valores
quantificados, com 29 pg L™,41 pg L™ e 20 pg L?, respectivamente (HASNIP et al., 2007). No
caso de aguardentes, o consumo médio estimado é de no maximo 80 ng Kg! de massa
corporal/dia (EFSA, 2007; WEBER; SHARIPOV, 2009; GALINARO, 2011).

Recentemente no Brasil foi investigada a exposicdo ao CE por meio de relacdo entre o
consumo de bebidas alcodlicas, em especial aguardente, e a concentracdo do carcindgeno nas
mesmas, demonstrando o0 maior risco de exposi¢cdo ao cancer pelo consumidor brasileiro. Os
valores médios de CE encontrados em aguardentes foram de aproximadamente trés vezes acima
do minimo permitido pela legislacdo. A faixa de exposicdo diaria ao CE pela populacéo foi
estimada em 0,1-0,2 pg por kg de massa corporal (MC), sendo a cachaca o principal fator
contribuinte (0,06-0,07 ug kg MC). A Margem de Exposi¢do (MOE) média calculada para
CE foi de 1.300, ressaltando-se que sdo considerados valores seguros de MOEs aqueles iguais
ou maiores a 10.000. Caso, o teor médio de CE nas aguardentes estivesse em 150 pug L, haveria
um aumento da MOE para valores préximos ao parametro de seguranca (LACHEMNEIER et
al, 2010).

2.2.3 Processo de formacéo de Carbamato de Etila em Aguardentes

Existem algumas hipéteses propostas para formacgédo de CE em bebidas fermentadas, porém
seu principal precursor é o cianeto de hidrogénio (HCN), que pode ser originado,
principalmente, a partir da uréia e seus derivados, cianoglicosideos, piracarbonato de dietila e
carbonato de dietila, os dois ultimos achados em vinhos (COOK et al., 1990; LABANCA, 2004;
LELIS, 2006; EFSA, 2007; GALINARO, 2011; PEREIRA, 2012)

A uréia pode estar presente naturalmente na bebida ou ser formada pelo metabolismo de
arginina. Assim estima-se que todas as bebidas fermentadas tenham a possibilidade de
apresentar CE, uma vez que a sua producdo esta relacionada com a reacéo entre a uréia e etanol
(BATTAGLIA; CONACHER; PAGE, 1990; NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2003). Uma
parte da uréia € metabolizada pelas leveduras como fonte direta de nitrogénio, enquanto
arginase degrada arginina em uréia e ornitina (Figura 6). Porém, no excesso de arginina
disponivel, a uréia é liberada para o0 meio de fermentacdo aumentando ainda mais a
probabilidade de sintese de CE (BAFFA JUNIOR, 2011). Outra rota de formacdo de CE

envolve a amonia e a producdo de fosfato de carbamila, que em conjunto com o etanol pode
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formar CE. Este processo € comum em vinhos, e também provavel de ocorrer em aguardentes.
Entretanto, grande parte do CE formado durante a etapa de fermentacdo pode ser removido,
uma vez que o ponto de ebulicdo do CE é de cerca de 185°C e as bebidas serdo posteriormente
destinadas ao processo de destilagdo (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; LELIS, 2006).

A decomposicao da uréia, na presenca de etanol, em meio acido entre 60 °C e 100 °C pode
formar os intermediérios: amonia e acido isocianico (HNCO) (Esquema 3, reagdo ). J& na
presenca de gua, a uréia decompde-se termicamente em aménia, COa, acidos cianico (HOCN)
e HNCO. O &cido cianico converte-se em isocianico. A reagdo do acido isocianico com o etanol
pode levar a formacdo do CE (Esquema 3, Reagdo IlI). Os ions cianato (OCN-/NCO-) sdo 0s
intermediarios desta reacdo (DONGPENG; YANG; ZHAI, 2007).

NH,;NCO — > NH;+ HNCO

I C,H,OH/H"
A

NH,CONH, C,H5CO,NH;

N a /
C,H,OH/H"

OCN /NCO™ +H'

Esquema 3 — Formac&o de CE a partir da uréia.

Fonte: Adaptado de DASILVA; OHE; FRANCO, 2013.

HNCO + CH,CH,OH 5 NH,COOCH,CH,

Esquema 4 — Reacdo do &cido isocianico com o etanol, formando CE.

Adaptado de DONGPENG; YANG; ZHAI, 2007.
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Adaptado de BAFFA JUNIOR, 2011.

45



Na Tabela 4 é possivel verificar que em meio aquoso e na auséncia de etanol, a concentracdo
de fons cianato decai com ki = 2,9 x 10“s, e nestas condigGes no ocorre formagéo de CE. O
valor de ki para a formagdo de CE é da mesma ordem de grandeza para o decaimento da
concentracdo de ions cianato em solugdes onde as concentracdes de etanol sdo iguais ou
inferiores a 8,0 x 10"t mol L. Em solugdes que a concentragdo de etanol é superior a 8,0 x 10-
Y mol L, a constante de velocidade para o decaimento de fons cianato diminui & medida que o
teor alcoolico aumenta. Além disso, o rendimento quimico de CE também varia de em funcéo
da concentragédo de etanol. Maiores concentragdes de etanol rendem maior percentual de CE
(DA SILVA; OHE; FRANCO, 2013).

O Esquema 5 apresenta a formagdo de CE a partir do &cido carbamico. Os ions cianato
produzem HOCN (reacdo A), que possui uma constante de dissociagdo 2,0 x 10 a 28°C e
apresenta duas formas tautomeéricas (quando dois isémeros apresentam equilibrio quimico
dindmico, através da mudanca de H na molécula): HOCN e HNCO. Comumente ha a
predominancia na formagdo de HNCO (97%). Na sequéncia, ocorre a hidratacdo de HNCO com
formacéo de acido carbamico (reacdo B). O acido carbamico pode reagir com etanol originando
CE (reagdo C) ou decompor-se em NHz e CO> (reagdo D), sendo duas rea¢Ges competitivas, no
qual o rendimento dos produtos depende das concentracgdes relativas de etanol e agua. Ou seja,
com aumento da concentracgdo (atividade) de etanol, a produgéo de CE é favorecida aumentando
seu rendimento. Caso a concentracdo (atividade) de &gua seja maior, a producdo de aménia e
diéxido de carbono é aumentada (DASILVA; OHE; FRANCO, 2013).
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Tabela 4—Valores das constantes de velocidades obtidas pelo gréfico de In ([OCN-]. -

[OCN-]1) versus tempo em diferentes concentra¢des de CoHsOH.

Concentracéo de

Etanol (mol LY)

0 29x10* 2.4x10% 25

1,0 x 107 3,3x10* 2,1x10°% 25
2,0 x 1072 2,3 x10* 3,0x10°% 25
2,0x 1072 4,5x10* 1,5x 1073 35
2,0 x 107 9,2x10* 7,5x 107 45
4,0 x 102 23 x10* 29x10° 25
8,0 x 1072 2.4 x10* 23x10°% 25
8,0x 101 25x10% 2,8x107° 25
2,0 1,7 x 10 4,1x10° 25
4,0 1,5x10* 4,6 x10° 25
6,8 6,7 x 107 1,0x 10* 25
6,8 2,0x10* 3,4x10°% 35
6,8 55x 10* 1,2 x 107 45
8,0 6,8 x 107 1,1x10* 25
13,7 52x10° 1,3x10* 25

Fonte: Adaptado de DA SILVA; OHE; FRANCO, 2013.

a 'H*+OCN = HOCN = HNCO

¢ HNCO+ H,0 — H,NCOOH

¢ 'H,NCOOH + C,H.OH — H,NCOOC,H; + H,0
o 'NH,COOH — NH, + CO,

Esquema 5 — Formacdo de CE a partir de acido carbamico.

Fonte: Adaptado de DA SILVA; OHE; FRANCO, 2013.
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Mesmo apds o processo de fermentacdo, muitas bebidas alcodlicas apresentam valores
de CE que podem aumentar durante as etapas de destilacdo e fermentacdo. A cana-de-acUcar é
classificada como uma planta cianogénica, e embora a identidade quimica determinante da
origem do glicosidio cianogénico ainda ndo seja clara (GALINARO; FRANCO, 2011), os ions
cianeto (CN") formados através da provavel acao enzimatica e clivagem térmica de glicosideos
cianogénios, podem seguir por duas rotas quimicas provaveis para formacdo de CE:
complexacdo com cobre ou autooxidacdo sob luz UV (BOSCOLO, 2001; ARESTA;
BOSCOLO; FRANCO, 2001). Os ions cupricos, 2Cu™™, provavelmente originados da corroséo
do condensador do sistema de destilagcdo, oxidam o cianeto a cianogénio. Subsequentemente,
ocorre desproporcionamento do cianogénio associado a reducédo de Cu™ a Cu*, o que promove
a sintese de ions cianato. O Esquema 6 resume este processo com a interacdo entre o cianato
produzido e o etanol do meio, levando a formacgédo de CE (BEATTIE; POLYBLANCK, 1995;
ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001; ANDRADE-SOBRINHO et al., 2009).

1) 2Cu** + 4 CN" — 2Cu(CN):

2) 2Cu(CN)2 — 2CuCN + C2N2

3) C2N2 + 20H — NCO™ + CN™ + H20
4) NCO™ + C2HsOH — NH2COOC:2Hs

Esquema 6 — Formagdo de CE a partir da complexacéo de ions cianeto e cobre.

Fonte: Adaptado de ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001

Na destilagdo, é possivel detectar em alguns casos espécies distintas de complexos
anibnicos cobre-cianeto (CuCN, Cu(CN)2’, Cuz(CN)s™ e Cu3(CN)y4), sustentando a hipotese de
que o CE pode ser formado durante esta etapa de producdo de aguardentes de cana
(BATTAGLIA; CONACHER; PAGE, 1990; LELIS, 2006). Ainda, alguns trabalhos buscam
relacionar a variacdo de teor alcodlico e teor de cobre no incremento das concentracfes de CE
(Tabelas 5 e 6). Contudo, esta correlagdo ndo é estabelecida de forma consensual, em virtude
da falta de estabilizacdo das amostras (LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008; ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2009). Vale ressaltar que o tratamento com resina catiénica em cachacas

recentemente destiladas, promoveu remoc¢édo de cobre por filtracdo, levando a uma reducéo
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substancial de 80% dos teores de CE (272 ug L™ to 50 pg L), confirmando a acéo catalitica
de cobre (BRUNO; VAITSMAN; KUNIGAMI, 2007).

Tabela 5 — Concentracéo de CE (ug L) em cachaga apds 90 dias de estocagem em funcéo da

graduacdo alcodlica, com diferentes materiais de coloracéo.

Cu (mgL™}) GL Ambar Azul Verde Transparente
40 60,07 +1,37% 68,36+ 1,32° 66,47 £0,34* 67,70 £ 0,20
0,21 45 64,47 +1,71> 76,81+0,49° 76,16 +151° 7592+ 148"
50 66,87 £0,55° 83,53+2,13° 86,02+1,28° 86,05+ 1,01°

40 84,42 +0,64* 127,11+0,99* 127,42+0,86° 126,86 + 1,112

5,00 45 91,25 +0,96" 137,95+0,60° 137,24 +2,25° 138,58 +0,90°

50 109,25 +2,51° 155,70 + 0,91 156,60 +2,21° 155,72 + 1,05°

40 108,91 + 1,46 175,62 +1,21* 156,54 +0,67% 177,94 + 1,012

10,0 45 120,58 +2,42° 193,80 +1,34° 193,15+2,23" 194,78 +0,52°

50 135,95+ 0,91° 249,37 + 1,40° 248,87 +2,30° 248,78 + 3,90°

*Meédias seguidas por pelo menos a mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%

de probabilidade fixando cobre e grau alco6lico

Fonte: Adaptado de BAFFA JUNIOR, 2011.

Tabela 6 — Concentragio de CE (ug L) em cachaga apds 90 dias de estocagem em funcdo do

teor de cobre (mg L), com diferentes materiais de coloragéo.

°GL Cu (mgL™?) Ambar Verde Transparente
0,21 60,07 +1,37% 68,36 +1,32® 66,47 £0,34* 67,70 £ 0,20%
40 5,00 84,42 £0,64> 127,11+0,99° 127,42+0,86° 126,86 +1,11°
10,0 108,91 + 1,46° 175,62 +1,21° 156,54 +0,67° 177,94 +1,01°
0,21 64,47 +1,71* 76,81 +0,49° 76,16 +1,51*° 75,92 + 1,48
45 5,00 91,25 +0,96° 137,95+0,60° 137,24 +2,25° 138,58 +0,90°
10,0 120,58 +2,42° 193,80 +1,34° 193,15+2,23° 194,78 + 0,52
0,21 66,87 £0,55° 83,53+2,13*° 86,02+1,28% 86,05+ 1,01
50 5,00 109,25 + 2,517 155,70 +0,91° 156,60 +2,21° 155,72 + 1,05
10,0 135,95 £ 0,91° 249,37 +1,40° 248,87 £2,30° 248,78 + 3,90°

*Meédias seguidas por pelo menos a mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%

de probabilidade fixando cobre e grau alcodlico
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Fonte: Adaptado de BAFFA JUNIOR, 2011.

Outra hipétese para formacdo de EC esta relacionada a auto oxidagdo de compostos
insaturados, naturalmente presentes na aguardente, sob a influéncia de radiacdo de luz
ultravioleta. Nesta situacdo, ocorre uma reacdo em cadeia dividida em trés etapas: iniciacéo,
propagacao e auto oxidacdo nos quais radicais livres, como hidroxila e peroxila, catalisam a
reacdo de cianeto em cianato (ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001). O Esquema 7

apresenta as fases de producédo de CE a partir da radigdo UV.
Iniciacéo

5) —CH2CH=CH- +02 — -"CHCH=CH- + HOO*
Propagacéao

6) ‘CHCH=CH- + Oz — -("(OO)CHCH=CH-

Auto oxidacéo

7) -(O0)CHCH=CH- + -CH2CH=CH- — -(HOO)CHCH=CH- + *CHCH=CH-
8) -(HOO)CHCH=CH- — -("'O)CHCH=CH- + *OH

9) HC=N + 'OH — -"C=N + H20

10) HC=N + HOO® — -°"C=N + HOOH

11) HOOH — 2HO*

12) -"C=N + 'OH — HOC=N «~ O=C=NH

13) O=C=NH + C2H50H — NH2COOC:zHs

Esquema 7 — Formacdo de EC a partir da oxidacdo de compostos insaturados, levando

a acdo catalitica de radicais livres na producédo de cianato a partir de cianeto.
Fonte: Adaptado de ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001.
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O Esquema 8 apresenta a formagéo de HCN a HOCN, com posterior combinagdo com
o0 etanol para formacdo de CE (Esquema 8, reacdo B) (BATTAGLIA; CONACHER; PAGE,
1990; NAGATO; NOVAES; PENTEADO, 2003; LELIS, 2006).

HCN + HOCN (A)

C2HsOH + HOCN » NH2COOC:Hs (B)

Esquema 8 — Oxidacdo de HCN (A). Reacdo de HOCN com etanol e formagéo de CE
(B).
Fonte: Adaptado de LELIS, 2006.

Tendo em vista os cuidados com relagdo a radiacdo de UV, alguns trabalhos
preocuparam-se em investigar se a coloracdo dos recipientes poderia influenciar a producao de
CE. Existe grande controvérsia de resultados com relacdo ao tipo de material de revestimento
das bebidas e a influéncia de producéao de CE disponivel em aguardentes e cachacas. A hipotese
mais justificada para aumento de CE em bebidas com exposicdo a luz é de que processos
fotoquimicos com auto oxidacdo de compostos cianogénicos podem estar envolvidos na
formacdo de CE, levando a oxidacdo de cianeto para cianato neste cenario. Lima (2012)
observou que 70% das amostras de aguardentes analisadas sofreram influéncia da
luminosidade, com teores reduzidos de CE para amostras expostas a menor luminosidade.
Baffa-Junior e colaboradores (2011) demonstraram quantidades distintas de CE em diferentes
tipos de coloracdo em embalagens de vidro (ambar, azul, verde e transparente), com teores
reduzidos de CE para garrafas de coloracdo ambar. Contudo, outros trabalhos ndo observaram
diferengas significativas entre a concentragcdo de CE em bebidas armazenadas em recipientes
transparentes ou em d&mbar (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002). Resultados semelhantes
foram encontrados por Andrade-Sobrinho et al., 2009 e Ndbrega et al., 2009. Galinaro e Franco
(2011) também ndo encontraram diferencas entre os teores de CE em amostras recentemente
destiladas que foram expostas (ou preservadas) da luz solar ou submetidas a 3 horas de
irradiacdo por comprimentos de onda (250 nm a 500 nm).

Além da radiacéo, do contetido de etanol e das concentragdes de ions Cu*™, existem outros
fatores capazes de influenciar a formacdo de EC a partir de cianeto em bebidas alcodlicas
destiladas, como pH, temperatura e proximidade de grupos carbonila em moléculas organicas

(ARESTA; BOSCOLO; FRANCO, 2001).
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2.2.4 Determinagdo de Carbamato de Etila em Aguardentes e outras bebidas destiladas

Atualmente, a detec¢do de CE em cachacas e outras aguardentes tém sido feita através de
cromatografia gasosa (CG) acoplada a EM. Esta técnica apresenta vantagens como a injecao
direta da amostra analisada, rapidez, aplicacéo e adequacéo aos limites de quantificacéo (30 pg
L-1). De acordo com a investigacéo, pequenas adaptacdes sio realizadas, principalmente no que
compete ao preparo da amostra, como a utilizagcdo de padrdo interno (carbamato de metila,
carbamato de propila, carbamato de isopropila, carbamato de butila e carbamato de etila
deuterado 13€ ou 15V) e extracdo de fase slida com terra diatoméacea (NAGATO et al., 2000;
ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002; UTHURRY et al., 2004; LELIS, 2006; BRUNO;
VAITSMAN; KUNIGAMI, 2007; HASNIP et al., 2007; BAFFA JUNIOR et al., 2007;
LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008; LACHENMEIER et al., 2009; SAE-ROM et al.,
2009; GALINARO, 2011; PEREIRA, 2012). Na deteccao de CE por CG/EM, 0 monitoramento
seletivo de ions é realizado em modo SIM, em sua maioria com as seguintes relacfes
massa/carga (m/z): 89, 74, 62 e 44.

Existem trabalhos em bebidas alcodlicas que determinam teores de CE por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando detector por espectrometria de massas (MS) ou
detectores de fluorescéncia (DF) (MADRERA; VALLES, 2008; SAE-ROM et al., 2009;
PEREIRA, 2012).0 método de CLAE/DF vem surgindo como alternativa ao método de GC/MS
em virtude de apresentar percentual de detec¢do semelhante, bem como proporcionar rapidez
no preparo de amostras, uma vez que ndo necessita de etapas prévias de extracdo e concentragdo
do analito (ANJOS et al., 2011). Adicionalmente, também é possivel verificar metodologias de
utilizacdo de GC acoplada a detector por condutividade térmica (DCT) ou detector de ionizacéo
em chama (DIC) (ZIMMERLI; SCHLATTER, 1991; ANDRADE-SOBRINHO et al. 2002;
ANDRADE-SOBRINHO, 2009; WEBER; SHARIPOV, 2009).

Outras técnicas também sdo estudadas para combinagdo com CG/EM, tais como além
extracao liquido-liquido (FAUHL; WITTKOWSKI, 1992) e microextracdo em fase solida
(SPME) (LACHENMEIER; NERLICH; KUBALLA, 2006). A SPME apresenta fatores
atraentes para sua utilizacdo por conta de ser uma metodologia isenta de solventes, agil, de
simples manuseio, sensivel e que ndo necessita de concentra¢do prévia do analito, evitando a
producdo de subprodutos (LIMA, 2012). Alguns autores tém empregado métodos mais
sofisticados para quantificacdo de CE, como a utilizacdo de GC bidimensional acoplada a EM

com tempo de voo (TOF), junto a pre tratamento com SPME combinada ao headspace, com
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limites de deteccéo entre 2,75 a 4,31 pg L e limites de quantificacdo de 9,16-14,38 pg Lt e
porcentagens de recuperacdo variando de 89 a 99% (PERESTRELO et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

A cidade do Rio de Janeiro seré sede da disputa da préxima Copa do Mundo em 2014 e dos
Jogos Olimpicos de 2016, com previsdo de chegada de mais de 980 mil turistas de acordo com
0 Ministério do Turismo (BRASIL, 2011). Tendo em vista a identidade, reconhecimento e
popularidade das aguardentes, sobretudo a cachaga, com o pais, é de grande importancia
monitorar a qualidade da bebida, que é atualmente comercializada na cidade, no que tange a
salde publica e a economia nacional. Neste sentido, o presente estudo apresenta o proposito
de determinar a presenca e quantidade de CE em cachacas e demais aguardentes localizadas em
diferentes bairros e regides da cidade do Rio de Janeiro. O monitoramento do teor de CE podera
fornecer subsidios para os tomadores de decisdo intervirem com medidas adequadas ao controle
do contaminante na bebida, se esse for o caso, e, assim, aumentar a protecdo do cidad&o carioca

e dos turistas brasileiros e estrangeiros consumidores de cachaca.
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4

OBJETIVOS

41. OBIJETIVO GERAL

Identificar e quantificar a presenca de CE em cachacas da cidade do Rio de Janeiro.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar aguardentes e cachagas em quatro regides da cidade do Rio de Janeiro
(Centro, Zona Norte, Zona Oeste e Zona Sul);

e Realizar tratamento estatistico de significancia entre as quatro regifes da cidade
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. LEVANTAMENTO DA QUALIDADE DE AGUARDENTES

Amostras de 120 cachacas foram coletadas em 5 supermercados localizados no Centro
(ZC), Zona Oeste (Z0O), Zona Norte (ZN) e Zona Sul (ZS) da cidade do Rio de Janeiro com
distribuicdo igualitaria de amostras entre si, ou seja, 30 amostras de cada regido.

De cada regido, no minimo sete amostras correspondiam a aguardentes de cana
envelhecidas. Ressalta-se que, amostras da mesma marca foram adquiridas a partir de lotes
distintos.

As aguardentes coletadas foram inteiramente aleatdrias quanto ao método de destilacdo ou

teores alcoolicos e de agucares. As amostras foram analisadas em triplicata.

5.2. PREPARO DAS AMOSTRAS

As solucbes padrdo de CE foram preparadas em solucdo 40% de etanol nas
concentragdes de 20, 30, 50, 100, 300, 100, 600 e 1200 pg L™ . Para cada solucdo de padréo
externo e cada amostra, foi adicionado carbamato de metila (500 ug L™).

Através de andlise linear de regressdo, foram determinadas equagdo da curva (y =
10.832x + 185.43) e correlacio (R? = 0.9989).

As amostras foram aplicadas sem tratamento prévio, seguindo metodologia descrita por
Hesford e Schneider (2001). Teores iguais ou inferiores a 5 pug L™ foram considerados como
zero para fins de célculo, como descrito anteriormente (CARUSO; FARAH-NAGATO;
ALABURDA, 2010).

53. CG/EM

As anélises de CG/EM foram baseadas na descri¢do de Labanca et al. (2008) e Nobrega
et al. (2009). Foi utilizado CG acoplado a um espectrometro de massas quadrupolo Shimadzu
GCMS-QP2010 (Kyoto, Japdo) equipado com coluna capilar polar de silica fundida (30 m x
0.25 mm i.d. Supelcowax TM 10. Supelco, Milford, USA) com espessura de filme de 0.2 um.

Foram realizadas aplicacdes de aliquotas de 2ul, em modo splitless.
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O equipamento foi operado com energia de ionizagdo de 70 eV e com fluxo de gés hélio
de 1,5 ml min! como gés carreador e escaneamento de 20 a 300 m/z em um ciclo de 1 segundo.
O forno do CG foi iniciado em temperatura de 90°C por 2 minutos, seguido com aumento de
10°C por minuto até alcangar 150°C, e posteriormente com elevacdo gradativa de 40°C por
minuto até 230°C. A temperatura do injetor foi de 250°C e o detector CG/MS mantido em
230°C. O monitoramento no modo SIM foi de 62 m/z e 75m/z, baseado em procedimento de

padronizacao interna.

5.4. TRATAMENTO ESTATISTICO

A andlise estatistica dos dados foi realizada através de software de analise de variancia,

One Way ANOVA (OriginPro, versdo 8.1.10.86), com valor de significancia menor que 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O tamanho da amostragem foi considerado adequado para obtencdo de estimativa razoavel

para os teores de CE em cachacas comercializadas na cidade do Rio de Janeiro. A Tabela 7 (a,

b e ¢) apresenta as médias e desvios padrdo de CE para cada amostra e regido analisada.

Tabela 7a — Valores de média e desvio padrao (DP) das cachacas comercializadas na cidade

do Rio de Janeiro (Centro e Zona Norte).

Amostra

Centro

CE (g L'Y) Média e DP

Zona Norte

Amostra CE (ug L'Y) Média e DP

Nao envelhecidas

Nao Envelhecidas

A 431,34 £ 13,97 A 281,69 + 18,75
A2 303,20 21,23 A2 292,49 + 10,55
A3 395,39+27,18 A3 334,37 £+ 11,11
A4 497,01 £ 31,65 A4 354,80 £ 37,18
A5 413,37 +17,63 B 470,26 + 15,02

B 494,42 + 22,28 D 257,96 + 16,74

D 268,12 £ 15,17 E 42,95+ 1,26
D2 268,89 + 12,39 E2 68,86 + 2,14

E 65,75+ 2,51 F 171,24 + 5,81
E2 81,94 +7,36 <5,00
E3 64,43 + 8,03 L2 290,27 + 32,75

F 131,11+9,13 N 41,50 £ 15,22
F2 140,96 £ 5,94 N2 44,33 £ 6,99
G <5,00 N3 52,12+6,24

H 260,45 + 13,55 P <5,00

K 270,02 + 14,08 P2 <5,00
K2 304,82 +21,42 Q 72,68 £ 4,37
K3 225,71 +12,55 S 137,73 £ 33,92
L4 183,86 + 5,59 T 226,20+ 12,51

Média 252,67 + 148,79 U 176,01+ 7,74
Envelhecidas \Y 63,23 £2,48

C <5,00 X 237,71 +£24,84
E4 104,34+ 2,11 Média 172,21 + 136,97
E5 95,39 +5,13 Envelhecidas

I 64,12 £ 4,04 C 33,32 + 58,45
12 57,84+ 17,99 G2 93,08 + 16,60

J 12,24 + 3,99 J 53,78 £ 5,41
12 11,41 +2,93 12 24,15 + 3,45
K4 608,80 + 27,11 3 51,57 + 3,14

L 202,14 £ 9,44 L 191,18 + 5,54
L2 189,12 + 13,38 N4 218,08 + 46,29
L3 196,14+ 7,36 R 525,66 £ 8,33

Média 140,14 £ 172,46 Média 148,85 + 168,64
Média Total 211,41+ 164,44 Média Total 160,24 + 142,61
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< 5,00 = Amostras com valores abaixo de 5 pg L foram consideradas como zero para fins de célculo,
CE =carbamato de etila, DP = desvio padréo

Tabela 7b — Valores de média e desvio padrdo (DP) das cachacas comercializadas na cidade
do Rio de Janeiro (Zona Sul e Zona Oeste).

Amostra

Zona Sul

CE (pg L'!) Média e DP

Amostra

Zona Oeste

CE (ug L) Média e DP

Nao envelhecidas

Nao envelhecidas

A 701,55 + 58,64 A 189,95 + 6,29
A2 93,63 +£2,30 A2 72,62 + 3,36
A3 340,25 + 10,94 A3 176,29 + 38,37
A4 332,96 + 4,99 A4 192,38 + 3,53
A5 408,69 + 8,40 B 153,24 +9,24
A6 212,94 + 12,07 B2 219,03 + 4,29
A7 683,43 + 20,55 D 229,59 + 15,86
A8 216,39+ 16,31 D2 225,83+ 19,29
E 112,71 + 13,46 E 201,19 +2,52
E2 121,76 £ 4,66 E2 20,12 +1,28
E3 113,94 £ 4,74 E3 25,38 £4,20
E4 71,42 +2,93 F 52,52 +13,04
E5 87,89+7,74 G < 5,00
E6 117,33+ 3,78 H 101,14 +17,91
E7 86,96 * 6,58 L 30,98 £1,82
F 223,5+6,22 L2 52,24 + 3,61
< 5,00 N2 12,79 + 3,86
G2 12,82 + 20,54 P < 5,00
L2 299,84 + 15,44 X 123,05 + 5,15
L3 248,88 £24,90 W 31,13+5,97
L4 235,25+ 7,87 Z 5,81+1,46
L5 300,27 +5,68 Média 101,20 + 85,20
N 270,95 £ 3,52 Envelhecidas
Média 240,61 + 179,39 J < 5,00
Envelhecidas K 170,38 £ 4,99
I 81,48 +4,00 N 110,62 +1,62
12 81,29 + 3,89 AA < 5,00
J 29,63 +£3,16 AA2 <5,00
12 101,17 + 1,47 BB < 5,00
L 317,14+ 8,19 R 301,17 £ 60,60
M 102,00 + 18,37 Y 26,46 £ 2,02
0] 424,38 + 26,91 CC 112,77 +£4,04
Média 172,52 + 159,04 Média 80,16 £ 104,62
Média Total 214,35+ 174,84 Média Total 94,89 £90,12

< 5,00 = Amostras com valores abaixo de 5 pg L foram consideradas como zero para fins de calculo,
CE = carbamato de etila, DP = desvio padrao

59



Tabela 7c — Valores de média e desvio padrdo (DP) das cachacas comercializadas na cidade
do Rio de Janeiro.

CE em todas as regides \

Tipo de cachaga CE (ug L) Média e DP
Média ndo envelhecidas 190,70 + 151,56
Média envelhecidas 131,17 + 148,37
Média Total 170,22 + 152,80

< 5,00 = Amostras com valores abaixo de 5 pg L foram consideradas como zero para fins de calculo, CE =
carbamato de etila, DP = desvio padréo

As médias de teores de CE em aguardentes encontradas na Zona Oeste foram
significativamente (p < 0,05) menores do que nas demais regides (Centro, Zona Sul e Zona
Norte), sendo a Unica regido da cidade com média total (94,89 pg L™ + 90,12) abaixo do limite
estabelecido pela legislagdo (150 pg L™). Nesta regido foram adquiridas cachacas de maior
variedade e valor agregado, o que poderia explicar esta diferenca. Em contraste, as cachacas do
Centro da cidade apresentaram padréo oposto, com menor variacéo e valor agregado as bebidas
adquiridas. Nao houve diferenca significativa (p < 0,05) nos valores médios de concentracéo
de CE entre as regies Norte, Sul e Centro. Embora as cachagas envelhecidas (131,17 pug L™ +
148,37) tenham apresentado teores menores que as ndo envelhecidas (190,70 pg L™ + 151,56),
ndo foram encontradas diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras envelhecidas e ndo
envelhecidas. Este resultado corrobora os achados prévios de Andrade-Sobrinho e
colaboradores (2002). Baixos teores de concentragio de CE (<5 pg L) foram encontrados na
pequena amostragem (4%) de cachacas multidestiladas. Uma vez que o ponto de ebulicdo de
CE apresenta valores de 182-185°C, o teor deste composto em cachagas pode ser monitorado
com éxito durante processos de destilacdo bem conduzidos (ALCARDE; SOUZA,
BORTOLETTO, 2012; ALCARDE; SOUZA; BORTOLETTO, 2012b). Vaérios trabalhos
demonstram que etapas de bidestilacdo podem reduzir o conteudo de CE em bebidas destiladas.
Em whisky, por exemplo, apenas 1% do CE formado durante a primeira destilacéo foi destilado
durante a segunda destilacdo (RIFFIKIN; WILSON; BRINGHURST, 1989). Também ¢é
possivel observar que, a fracdo cauda acumula cerca de 15% do CE formado e a vinhaca retém
84% do CE presente na segunda destilacdo. Na analise de 13 amostras de cachacas comerciais,
valores médios de 317 ug L de CE foram encontrados, porém nas bebidas bidestiladas foram
constatados menores teores com médias de 38-48 pg L™t (NAGATO et al., 2000). Em outro
trabalho, a redestilacdo reduziu os teores de CE em aproximadamente 92,5% em 15 amostras
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comerciais de cachaca (GALINARO, 2011), Desta maneira, quanto maior o nimero de
destilacbes, menores serdo os teores de CE nas bebidas destiladas, obviamente, em condicdes

bem controladas.

Em estudos anteriores (CARUSO; FARAH-NAGATO; ALABURDA, 2010), as amostras
foram distribuidas em grupos de acordo com suas concentracdes de CE. Este tipo de
classificacdo foi adotada na Tabela 8, sequindo o padrdo: concentragdo padrdo (0-150 pg L™);
alta concentragdo (151-300 pg L™); muito alta concentragdo (301-800 pg L).

Tabela 8 — Classificagio das amostras de acordo com a concentragéo de CE.

Grupo Centro Zona Norte Zona Sul Zona Oeste Total %

Amostras com
concentragéo

Padrdo de CE
(0-150 pg LY)

Amostras com

13 16 15 20 64 53,33 %

alta
concentragao 9 10 8 9 36 30,00 %
de CE (151-
300 pug LY

Amostras com

muito alta
concentragéo 8 4 7 1 20 16,67 %
de CE (301-
800 ug LY

Total de

30 30 30 30 120 | 100,00 %
amostras

Aproximadamente 47% das amostras analisadas apresentaram teores de CE acima do limite
internacional. Dentre estas, aproximadamente 36% estavam com valores muito altos de CE (de
301-800 pg L1). Das amostras de cachacas dentro dos pardmetros de normalidade de CE (64
ou 53%), cerca de 20 ou 31% foram provenientes da ZO. Inclusive, esta regido apresentou
apenas uma cachaca com teores muito altos de CE, correspondendo apenas a 5% do total das

amostras deste grupo. Por outro lado, no ZC foram adquiridas maior quantidade de amostras
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com concentragdo muito alta de CE, compreendendo 8 ou 40% do total de cachacas analisadas

dentro desta classificacéo.

A Tabela 9 apresenta o total de variedade de marcas das cachacas por regido analisada. Do
total de 58 marcas distintas de cachagas a ZO apresentou maior variedade, com 35%. As
amostras provenientes da ZC e ZS apresentaram menor percentual de variacado entre marcas de

cachacgas, com cada uma destas regides representando 17% do total.

Tabela 9 — Numero e percentual das amostras de acordo com as marcas por regido

analisada.
‘ ZC ZN Zs ZO Total
Numero de
marcas 10 18 10 20 58
analisadas
% 17% 31% 17% 35% 100%

Cachagas de marcas semelhantes foram adquiridas em lotes diferentes

A quantificacdo de CE em 22 amostras de cachacgas comerciais da zona da Mata Mineira
encontrou valores médios de 1.206 pug L de CE com variagdo de 0,005 a 12.376 ug L™
Resultados bem acima da média total de 170,22 pg L™+ 152,80 das 120 amostras analisadas na
cidade do Rio de Janeiro, com variagio de < 5 a 701,55 pg L?, sendo estes similares aos
investigados em cachacas produzidas nas regides Norte e Sul do Estado de Minas Gerais, com
variagdo de “ndo detectado” a 643 pg L't (BARCELOS et al., 2007). Outro trabalho buscou
investigar também os teores de CE nas regifes Norte e Sul de Minas Gerais. Dentre as 71
amostras analisadas, 63,63% das amostras da regido Norte apresentaram concentragdo acima
do preconizado pela legislacdo, sendo aconselhadas como impréprias para consumo. Em
contraste, todas as amostras analisadas da regido Sul enquadraram-se dentro dos parametros
estabelecidos no MAPA (MASSON, 2009). Nébrega e colaboradores (2009) analisaram as
concentracOes de CE em aguardentes produzidas em 19 destilarias do Estado da Paraiba. Dentre
as 25 marcas de cachacas analisadas, 70% encontravam-se acima dos valores minimos
aceitaveis de CE. A variagdo dos teores foi de 55 a 700 pg L2,

Ainda no ensaio de Baffa Junior (2007), apenas 5 das 22 amostras (23%) analisadas
apresentaram teores abaixo de 150 pg L™, valor internacionalmente considerado aceitavel

(BAFFA-JUNIOR, 2007). Em outro ensaio, foram pesquisados os teores de CE de 188 amostras
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de bebidas alcodlicas, como segue: 126 amostras de cachaca (63 da regido sudeste, 39 da regido
nordeste, 22 da regido sul e 2 da regido centro-oeste), 37 amostras de tiquira, 6 amostras de
grapa (1 brasileira e 5 italianas) e 19 amostras de uisque importado (6 americanos e 13
escoceses), Somente 21% das amostras analisadas apresentaram teores abaixo do permitido
pela legislacdo pioneira canadense (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002). Caruso e
colaboradores observaram que em 61 amostras comercializadas na Cidade de S&o Paulo,
provenientes de diferentes locais, um total de 32 amostras apresentaram indices de CE acima
do preconizado, no qual 17 amostras (28 %) apresentaram valores de 150 a 300 pg L e 15
amostras (25 %) com resultados acima de 300 pg L2, sendo 6 destas (10 %) acima de 500 pg
L

Bruno e colaboradores estudaram a influéncia dos métodos de destilacdo na producéo de
CE em aguardentes de cana no estado do Rio de Janeiro. Aproximadamente 45 % dos produtos
apresentam valores de CE acima dos indices preconizados pela legislacdo. Além disso, estes
achados demonstraram que sistemas destilagdo continua em coluna promoveram maior
formacdo de CE, no qual apenas uma de sete colunas observadas apresentou resultados de CE
menores que 150 pg L?, enquanto 10 entre 16 alambiques de cobre produziram resultados
adequados de CE. Adicionalmente, a média de CE produzido por destilagdo em coluna foi
consideravelmente superior as médias encontradas em destilacdo descontinua em alambiques,
Neste caso, ndo houve correlacdo positiva entre a presenca de fons Cu™™ e a sintese de CE,
confirmando resultados anteriores (LABANCA, 2004; BARCELOS et al., 2007; MASSON,
2009; ZACARONI et al, 2011).
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7 CONCLUSAO

Apesar da disponibilidade de tecnologia, os resultados encontrados no presente estudo
indicaram que aproximadamente 47% das amostras de cachacas apresentaram concentragdes
de CE acima de 150 pg L™, no qual foi ligeiramente superior aos 45% relatados em 2007 por
Bruno e colaboradores (2007). Altos teores do contaminante podem ser justificados por
superaquecimento e baixa taxa de refluxo, pela auséncia de utilizacdo de aparato de
resfriamento adequado (como, por exemplo, deflegmador) e sistemas de refluxo (por exemplo,
pratos borbulhadores) durante processo de destilacdo (BRUNO; VAITSMAN; KUNIGAMI,
2007; NOBREGA et al., 2009; RIACHI et al., 2013). A destilacdo sem separacio das fracoes
cabeca, coracdo e cauda também é capaz de promover valores aumentados de CE. Vem sendo
estabelecido que bebidas destiladas produzidas a partir da fracdo coracdo apresentam menores
teores de CE (ANDRADE-SOBRINHO et al,, 2009; RIACHI et al,, 2013). De forma alarmante,
a reducdo das concentracGes de CE em cachacas tem sido lenta e timida nos ultimos anos e,
portanto, os consumidores de cachacga continuam amplamente expostos a este contaminante. As
autoridades brasileiras devem exigir o uso de praticas de produgdo padronizadas que resultem
em cachacas de qualidade superior. Dados preliminares também sugerem que o consumo de

cachacas multidestiladas pode ser mais indicado para seguranca da salde dos consumidores.
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