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Resumo

O carbamato de etila (CE) ¢ um contaminante quimico presente em alimentos fermentados,
como pao, iogurte, vinho, cerveja assim como em bebidas destiladas, como uisque e cachaca.
E reconhecido como carcindgeno em testes laboratoriais envolvendo animais, por isso ¢
considerado um provavel carcinégeno para humanos. Em 2005, o Comité de Peritos em
Aditivos Alimentares (JECFA) da Organizagdo das Nag¢des Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO) e da Organizagao Mundial da Satide (OMS) avaliou os riscos envolvidos
com o carbamato de etila, e concluiu que a ingestdo do contaminante da alimentacdo diaria e
de bebidas alcodlicas, combinadas, é motivo de preocupagdo, portanto recomenda estudos
visando a diminui¢do deste composto em bebidas alcodlicas. Esse trabalho de revisao
bibliografica tem como objetivo reunir dados relativos a concentragdo do carbamato de etila
encontradas em bebidas alcoolicas destiladas entre 2010 e 2015. Foram selecionados 32
artigos, obtidos dos bancos de dados eletronicas Web of Science, Science Direct, Scopus e
PubMed. Entender a formacdo do carbamato de etila ¢ o primeiro passo para se estudar
métodos de prevengdo e/ou eliminagdo. A maior parte do contaminante ¢ formada apods a
destilacdo, por reagdo do etanol com o cianato e seus derivados (isocianato, acido cidnico e
acido isocianico). Outros fatores, como a presenca de cobre, calor, envelhecimento,
armazenamento na presenca de luz, favorecem sua formacgao. O método oficial de anélise de
carbamato de etila para bebidas alcodlicas ¢ baseado na cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/MS), porém outro método que vém ganhando espaco pela sua
rapidez e sensibilidade ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
fluorescéncia (HPLC-FLD). Propostas de prevengdo e diminui¢do do contaminante tém sido
amplamente estudadas e implementadas, desde métodos simples até técnicas que envolvem
engenharia genética, que alinhados com boas praticas de fabricagdo, levam ao efetivo controle
do carbamato de etila. A maior parte dos estudos analisou cachacas e aguardentes de cana-de-
agucar. Os maiores teores de carbamato de etila foram encontrados em bebidas nao
registradas e produzidas em pequena escala, cabendo destacar a importancia da fiscalizagdo e

das boas praticas de fabricacao.

Palavras-chave: uretana, medidas de redugao de contaminantes, teor de contaminantes.



Abstract

Ethyl carbamate (EC) is a chemical contaminant in fermented foods and beverages such as
bread, yogurt, wine, beer, as well as distilled beverages like whiskey and cachaga. It is proved
by laboratory tests to be a carcinogen for animals, though it is considered a probable human
carcinogen. In 2005, the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA)
assessed the risks involved with ethyl carbamate, and concluded that the combined intake of
the contaminant from the daily diet and from alcoholic beverages is of concern, therefore
recommends studies aiming the compound decrease in alcoholic beverages. This literature
reviews aims to gather data on ethyl carbamate content in distilled alcoholic beverages from
2010 to 2015. Thirty-two articles from the electronic databases Web of Science, Science
Direct, Scopus and PubMed were selected. Understanding EC formation is the first step in
studying prevention and/or elimination methods. Most of the contaminant is formed after
distillation by reaction of ethanol with cyanate and its derivatives (isocyanate, cyanic acid and
isocyanic acid). Other factors, such as the presence of copper, heat, aging, storage in the
presence of light, favor formation. The official method of analysis of EC for alcoholic
beverages is based on Gas chromatography—mass spectrometry (GC/MS), but another method
that is gaining space for its speed and sensitivity is High-performance liquid chromatography
with fluorescence detection (HPLC-FLD). Contaminant prevention and mitigation proposals
have been extensively studied and implemented, ranging from simple methods to techniques
involving genetic engineering, which in line with good manufacturing practices lead to
effective control of EC. Most of the studies analyzed cachagas and sugarcane spirits. The
higher EC levels were found in unregistered and small-scale beverages, emphasizing the

importance of inspection and good manufacturing practices.

Keywords: urethane, contaminant reduction measures, contaminant rate.



Introducao

O carbamato de etila (CE) ¢ um contaminante quimico presente em alimentos
fermentados, como pao, iogurte, vinho, cerveja tal qual em bebidas destiladas, como o uisque
e a cachaca. Em bebidas destiladas, a principal via de formacdo envolve a reagdao entre o
etanol e composto nitrogenados (Cook et al. 1990). Logo na etapa de fermentagdo, ele ja ¢
formado a partir de ureia e proteinas como citrulina e carbamoil-fosfato (Weber e Sharypov
2009). O cianato ¢ possivelmente o ultimo precursor do contaminante, responsavel por sua

formacgado durante e ap6s a destilagao (Cook et al. 1990).

Também conhecido como uretana, ¢ um composto genotoxico e carcinogénico. Doses
unicas ou dosagem oral de curto prazo de 100-2000 mg/kg de peso corporal demonstraram
inducdo de tumores em ratos, camundongos e hamsters (JEFCA 2006). Por isso ¢ considerado
um potencial carcindogeno para humanos, tendo sido reclassificado do grupo 2B (“possivel
carcinogénico para humanos”) para o grupo 2A (“provavel carcinogénico para humanos”)
pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) da Organizacdo Mundial de

Satde (OMS) em 2007.

O Canadé foi o primeiro pais a estabelecer um teor maximo de CE para bebidas
alcoolicas, em 1986. Esses limites variam de 30ug/L para vinhos at¢ 400ug/L para
aguardentes de frutas. A Republica Checa segue os mesmos pardmetros do Canadd, enquanto
a Franca difere apenas no limite para aguardente de frutas, que ¢ de 1000pg/L (EFSA 2007).
Para as demais bebidas destiladas, todos os paises citados anteriormente apresentam o mesmo
limite de 150pug/L (EFSA 2007), que também era o limite brasileiro para cachaga e
aguardente de cana-de-agucar, porém em 2014 foi alterado para 210ug/L pela Instrucdo

Normativa no. 28, de 8 de agosto de 2014. (Brasil 2014).

Em 2005, o Comité de Peritos em Aditivos Alimentares da Organizacdo das Nacgdes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura e da Organizacdo Mundial da Saiude (JECFA) se
reuniu para avaliacao dos riscos envolvidos com o CE. O JECFA utilizou um BMDL (limite
inferior do intervalo de confianca da dose de referéncia) no valor de 300ug/kg de peso
corporal por dia que foi baseado em um aumento da incidéncia de adenoma bronquial e
alveolar ou carcinoma em camundongos. Considerando a ingestdo didria estimada do CE
proveniente dos alimentos de 15ng/kg de peso corporeo, a margem de exposicdo (MOE) ¢
20.000. Quando bebidas alcoodlicas sao incluidas, a ingestao diaria sobe para 80ng/kg de peso

corporeo, resultando em um MOE de 3.800 (JEFCA 2006).
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Dessa forma, o JECFA concluiu que a ingestio do CE proveniente somente dos
alimentos ¢ de baixa preocupagdo, porém a ingestdo na alimentac¢do didria combinada com a
de bebidas alcoolicas ¢ motivo de preocupacao, dessa forma recomenda estudos visando a

diminui¢do deste contaminante nas bebidas alcoolicas (JEFCA 2006).

Uma quantidade significativa de pesquisas tem sido destinada a prevenir ou diminuir a
forma¢do CE em bebidas alcodlicas. Os métodos atualmente disponiveis podem ser
classificados em fisicos, quimicos, enzimaticos e até envolvendo rotas de engenharia

metabdlica.

Esse trabalho de revisdo bibliografica teve como objetivo, reunir dados relativos a
concentracdo do CE encontradas em bebidas alcoodlicas destiladas de 2010 a 2015 para
avaliacdo, visando assim conhecer a sua evolucdo nesses anos e com isso discutir a eficacia

das medidas de incentivo a sua reducao.
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Desenvolvimento
1. Metodologia

Revisdo bibliografica da literatura do tipo narrativa ou tradicional, cujo objetivo ¢
descrever e discutir a concentracdo de CE em bebidas alcodlicas destiladas a partir de um
ponto teodrico e contextual de vista, em artigos cientificos publicados entre 2010 e 2015. Tais
trabalhos foram selecionados de bases de dados, seguindo a metodologia proposta por Bento

(2012):

1°. Identificar uma lista com palavras-chave de acordo com o objetivo do trabalho para a
pesquisa nas bases de dados;

2°. Buscar por fontes secundarias, que sdo as publicagdes escritas por autores que
analisaram e interpretaram outros trabalhos, como por exemplo resumos e até outras
revisdes da literatura, que sdo importantes para adquirir uma visdo geral sobre o tema;

3°. Recolher fontes primarias, que sdo os artigos mais relevantes para o trabalho, sdo a
fonte original de autores e investigadores. Nessa etapa, € possivel classificar cada
fonte como “Muito importante”, “Importante”, “Pouco importante” como forma de
melhor direcionar a leitura mais tarde;

4°, Criticamente, ler e resumir a literatura, a fim de alcangar uma sintese coerente sobre o

assunto.

Os artigos foram buscados nas bases de dados eletronicas Web of Science, Science

» o«

Direct, Scopus e PubMed, utilizando as palavras-chave “Ethyl carbamate” “Concentration”
“Acoholic beverages” e o periodo determinado de 2010 a 2015. Foram analisados artigos em
inglés e em portugués. As listas de referéncias dos artigos selecionados também foram
analisadas. Apenas os estudos com classificacio maior do que “Pouco importante” foram
incluidos na revisao. Basicamente, foram excluidos artigos que ndo se referiam ao carbamato

de etila e/ou que ndo estudaram o contaminante em bebidas alcodlicas destiladas.

2. Resultados
Na Figura 1, esta representado o Fluxograma de etapas do processo de selecao dos

estudos para a revisao.
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Figura 1. Fluxograma de etapas do processo de seleg@o dos estudos para a revisdo.

Busca nos bancos de dados eletrdénicos

2010a 2015

Estudos identificados (n=115%)
Science Direct

Web of Science

Scopus

PubMed

‘ Estudos excluidos com

* Dwersas vezes um mesmo estudo foi .
base na leitura dos

localizado em 2 ou mais bancos de

dados diferentes titulos e resumo (n=76)

Estudos lidos na integra (n=39)

Estudos excluidos com

Identificados nas base na leitura dos

referéncias (n=4)

artigos na integra (n=11)

Os estudos excluidos com base na leitura dos titulos e resumos (n=76) eram artigos
que ndo tinham o carbamato de etila como varidvel de estudo ou que estudavam o
contaminante apenas em alimentos e bebidas alcodlicas fermentadas, como vinho, cerveja e
saque. Os estudos excluidos com base na leitura na integra (n=11) foram excluidos por ndo

correlacionarem o contaminante a bebidas alcoolicas destiladas.

Os 32 artigos selecionados foram divididos em tdépicos de interesse de modo a

direcionar a leitura para o momento da revisao (Quadro 1).

Quadro 1. Estudos selecionados para a revisdo

Autores (ano) Peridédico Topicos de interesse abordados

Food Additives &
Contaminants: Part A
Journal of the Institute

Alberts et al. (2011) Teores e método de analise

Alcarde et al. (2012a) . Proposta de diminui¢ao

Brewing

Journal of the Institute ~ T
Alcarde et al. (2012b) o Formagao e proposta para diminuigao
Baffa Junior et al. (2011) Food Chemestry Formagdo e método de analise
Borges et al. (2014) Food Control WlEiizt o a5 areline, Profosi i

diminuigao
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Bortoletto e Alcarde
(2015)

Caruso et al. (2010)
Da Silva et al. (2013)

Deik et al. (2010)
Dos Anjos et al. (2011)
Galinaro e Franco (2011)

Galinaro et al. (2015)

Huang et al. (2013)
Lachenmeier et al.
(2010a)
Lachenmeier et al.
(2010b)

Lachenmeier et al. (2012)
Lima et al. (2012)

Liu et al. (2011)
Machado et al. (2013)
Negri et al. (2015)

Nobrega et al. (2011)

Nobrega et al. (2013)

Ohe et al. (2014)
Riachi et al. (2014)

Santiago et al. (2014)

Serafim e Franco (2015)

Valente et al. (2014)
Wu et al. (2012)

Ye et al. (2011)
Zacaroni et al. (2011)
Zacaroni et al. (2015)

Zhao et al. (2013)

Food Control

Quimica Nova
Quimica Nova
Food Research
International

Quimica Nova

Quimica Nova

Journal of Agricultural and
Food Chemistry
Food Chemestry

BMC Cancer

Food and Chemical
Toxicology
International Journal of
Cancer

Journal of the Institute
Brewing

Food Additives &
Contaminants: Part B
Food Chemestry
Journal of Analytical
Methods in Chemistry

Food Chemistry

Deutsche Lebensmittel-
Rundschau

Journal of Food Science
Food Chemistry

Journal of the Institute
Brewing

Journal of Food
Composition and Analysis
Analytical Methods

Food Control

Journal of Chromatography
A

Quimica nova

Journal of the Institute
Brewing

Trends in Food Science &
Technology

Teores e método de analise

Teores e método de analise
Formacao

Teores e método de analise

Meétodo de analise
Formagcao, teores, método de analise,
proposta para diminuigao

Formacao
Método de analise

Riscos a saude

Teores e método de analise
Riscos a saude

Proposta para diminuigéo

Teores e método de analise
Teores e método de analise
Teores e método de analise

Teores, método de analise, proposta
de diminui¢ao
Teores e método de analise

Formagao, método de analise
Formagao, riscos a satde

Formagao, método de analise

Teores e método de analise

Método de analise
Teores e método de analise

Método de analise
Teores e método de analise

Formagcao, teores € método de analise

Proposta para diminuigéo

3. Discussao

Os artigos selecionados apresentaram diferentes focos ao estudarem o contaminante

em bebidas alcoolicas destiladas. Dessa forma, iremos discutir sua formagdo, os riscos da

ingestdo para a saude, os métodos de andlise e os teores encontrados nas bebidas alcodlicas

destiladas, e por fim os métodos propostos para diminuigao.
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3.1. Formacao
Foram propostos diferentes precursores ¢ meios de formagao para o CE em alimentos
e bebida, que dependem do produto e do seu processamento e armazenamento (EFSA 2007).
No caso dos vinhos, foi proposto que a ureia e outros subprodutos reagem com o etanol e
levam a formacao de CE, além de fatores como temperatura de fermentagdo, pH, luz e tempo
de armazenamento que estiao associados com o aumento da concentra¢do de CE (Lachenmeier

et al. 2010a).

Galinaro e Franco (2011) acompanharam a formacdo de CE em cachagas recém-
destiladas em fun¢ao do tempo de armazenamento, influéncia da luz, temperatura do processo
e sistema de destilacdo (alambique ou coluna). Mais de 60% de todo CE ¢ formado apos a
destilagdo, atingindo sua concentragdo maxima em 7 dias e permanecendo com o mesmo teor
a partir dessa data, independente do sistema de destilagdo. Foi também observado que, as
amostras destiladas em coluna apresentaram maiores teores do que as amostras destiladas em
alambique e que o aumento da temperatura diminui o tempo de meia vida do CE, porém o

teor maximo permanece inalterado.

Com relacao a influéncia da luz, a formagao de CE nao sofre alteragdo se o destilado ¢
submetido a irradiacdo, independente do comprimento de onda (Galinaro e Franco 2011), ao
contrario do que est4 descrito para outras bebidas destiladas (Lachenmeier et al. 2010a; EFSA
2007). Entretanto, essa informagdo difere dos dados encontrados no estudo de Zacaroni et al.
(2015), que analisando amostras de cachacas em um periodo de 6 meses constataram um
aumento do teor de CE em 70% das amostras armazenadas na presenga de luz, em
compara¢cdo as mesmas amostras armazenadas na auséncia de luz e também que algumas
amostras armazenadas na auséncia de luz apresentaram diminui¢do do teor de CE ao final de

6 meses.

Baffa Junior et al. (2011) destacaram que o CE ¢ formado na etapa de fermentagdo do
caldo de cana-de-agucar, da mesma maneira que nos vinhos. Entretanto, quase todo o CE
formado nessa etapa fica concentrado na vinhaga, uma vez que sua temperatura de ebulicao
(182-185°C) ¢ maior do que as temperaturas geralmente utilizadas no processo de destilacdo
(Aresta, Boscolo, e Franco 2001). Cook et al. (1990) sugeriram que a formagao do CE ocorre
gradualmente durante a estocagem da cachaca, pela reacdo entre ureia e etanol. Essa hipotese

foi porém descartada em estudo que constatou que os niveis de ureia nao se alteram mesmo
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apods longos periodos de armazenamento, € mesmo que a reagdo ocorresse, ela seria muito

lenta (Andrade-Sobrinho et al. 2009).

O cianato (NCO), seu tautomero isocianato (OCN) e seus respectivos acidos (acido
cidnico e acido isocianico) sdo os principais precursores para a formagao de CE em cachagas
(Aresta, Boscolo, ¢ Franco 2001; Galinaro e Franco 2011; Da Silva et al. 2013). Eles sao
formados por reagdes enzimaticas e pela clivagem térmica de glicosideos cianogénicos, como
a amigdalina presentes nas frutas com caroco e a epiheterodendrina da cevada (Battaglia,
Conacher e Page 1990; Cook et al. 1990). Nao se sabe ao certo a fonte de cianeto na cana-de-

acucar, no entanto ela ¢ classificada como uma cultura cianogénica (Galinaro e Franco 2011).

O cobre presente em cachagas destiladas também apresenta um importante papel
catalitico na formacdo desses precursores, pela reagdo de complexacdo de Cu?* com cianeto
(Aresta, Boscolo, e Franco 2001; Boscolo 2001). Alcarde et al. (2012a) estudando os teores
de cobre e CE em uma segunda destilagao de aguardente de cana-de-agucar, verificaram que
enquanto o teor de etanol diminui, os teores de CE e de cobre aumentam no decorrer da
destilacdo. Em cachacas recém-destiladas, 0,8 mg/L de cobre ¢ o suficiente para promover a
formagdo de CE, contudo maiores teores do elemento ndo demonstram maior efeito catalitico

(Bruno et al. 2007).

Da Silva et al. (2013), Ohe et al (2014) e Galinaro et al. (2015) estudaram o
decaimento de ions cianato correlacionado com o aumento dos teores de CE em solugdes
aquo/etanolicas e amostras de cachaca. Ainda, verificaram que quando cianato ¢ adicionado
na solu¢do ao final da reacdo de formacao de CE, mais CE ¢ formado com o novo precursor.
Nao h4 aumento significativo de CE quando arginina, citrulina ou carbamoil-fosfato sao
adicionados a solucdo e uma pequena quantidade de CE ¢ formada quando ureia ou cianeto
sdo adicionados, o que pode ser atribuido a vestigios de cianeto nesses precursores (Galinaro

et al. 2015).

No caso da adi¢do de ureia ao caldo de cana-de-agticar, como fonte de nitrogénio para
as leveduras na fermentacdo, ha aumento da concentracdo de cianeto no destilado (Ohe et al.
2014). A rota de formagdo proposta ¢ a reagdao do etanol tanto com o acido cidnico quanto

com o acido isocianico, levando a formacao de CE (Figura 2).
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Figura 2. Formagdo de CE pela reagdo entre acido cidnico e etanol (A) e acido isocidnico e etanol (B).
Isomerizacao de 4cido cidnico e isocianico (C).
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Fonte: o Autor

O teor de CE em aguardentes de cana-de-agticar também depende da configuragdo do
alambique, assim como do método de destilagdo. A formac¢do de CE na bebida é ainda
favorecida por altas temperaturas utilizadas no processo quando o sistema de destilagdao ¢

defeituoso, ou apresenta uma configuracdo inadequada, ou tem baixas taxas de refluxo

(Alcarde et al. 2012b).

Nobrega et al. (2009) e Nobrega et al. (2011) também observaram maiores teores de
CE em cachacas amarelas em comparagdo com cachacas brancas produzidas nas mesmas
destilarias, demonstrando influéncia do armazenamento em madeira na formagdo de CE,
apesar de ndao haver ainda uma explicagdo para tal até o periodo compreendido por essa

revisao.

3.2.  Riscos a saude
O CE ¢ considerado genotoxico e esta incluido no grupo 2A da IARC como provavel
carcinégeno humano (IARC 2007). Beland et al (2005) demonstraram que o CE provoca
aumentos dose-dependentes em adenomas ou carcinomas no pulmao, no figado e na glandula
de Harder, hemangiossarcomas no figado e corag¢do, tumores nas glandulas mamadrias e
ovarios em fémeas, e papilomas de células escamosas bem como carcinomas da pele e do

estomago de roedores machos.

A EFSA recomenda a aplicacdo do célculo de margem de exposicao (MOE) para
avaliar o risco de substincias genotoxicas e cancerigenas. Em geral, um MOE maior ou igual
a 10.000 ¢ considerado de baixo nivel de preocupacdo. Valores menores que 10.000 sdo

utilizados para definir riscos a saude publica (EFSA 2005).

Em 2007, a EFSA calculou os MOEs para a populagdao europeia, de acordo com a
ingestdo estimada da média dos teores do contaminante em alimentos e bebidas alcoodlicas, € o

valor de nivel dose de referéncia (BMDL1o) de 0,3 mg/kg/dia (10% de incidéncia de
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neoplasias alveolares e bronquiolares em camundongos). Considerando a ingestdo do
contaminante proveniente dos alimentos, excluindo as bebidas alcodlicas, o MOE ¢ de
17.600. Para os consumidores de bebidas alcoolicas, 0 MOE varia de 4.620 a 8.110, ¢ esse valor
cai para 540 para consumidores de aguardentes de frutas. O risco para a populagdo brasileira, que €
a maior consumidora de cachaca e aguardentes de cana-de-agucar, ¢ maior do que o calculado
para consumidores europeus. Essa diferenca entre a Europa e o Brasil ocorre devido as
bebidas alcoodlicas preferidas na Europa terem contetidos relativamente baixos de CE, como o
vinho e a cerveja. A estimativa do MOE para a populacdo em geral brasileira varia de 4.294 a
5.058, porém para consumidores que bebem 1 dose por dia (50-80mL), esse valor cai para
800. Em um estudo realizado em Pernambuco, o MOE calculado para os consumidores que
bebem em média 170mL por dia cai para 235, sendo ainda pior para aqueles que bebem até

680mL por dia, cujo MOE calculado ¢ 59 (Lachenmeier et al. 2010a).

O limite méximo de CE estabelecido pela legislacdo para cachagas e aguardentes de
cana-de-aglicar ndo aumenta efetivamente o MOE para valores acima de 10.000 (Lachenmeier
et al. 2010a), dessa forma eles estdo mais expostos ao contaminante do que consumidores de

outras bebidas alcoolicas destiladas.

De um ponto de vista epidemiologico, € necessario estabelecer um limite méaximo
mais seguro para consumidores dessas bebidas (Riachi et al. 2014). A preocupacdo com a
satde publica aumenta com o consumo de bebidas alcoolicas ndo registradas, que geralmente
sao vendidas a pregos mais baixos e podem apresentar maiores teores de CE e outros

contaminantes (Negri et al. 2015).

Por fim, é importante ressaltar que apesar da preocupacao com os teores de CE e
outros contaminantes, o etanol ¢ comprovadamente o carcindgeno mais importante nas
bebidas alcodlicas, que apresenta os menores MOEs calculados: 3,1 para consumidores

moderados e 0,8 para consumidores que bebem 4 doses por dia (Lachenmeier et al. 2012).

3.3. Meétodos de analise
A determinagcdo de CE em bebidas alcodlicas requer métodos analiticos sensiveis
devido aos baixos teores do contaminante e a interferéncia de outros componentes em uma
mesma amostra (Weber e Sharypov 2009). A utilizacdo de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/MS) ¢ considerado o método oficial para anélise de CE em
bebidas alcoolicas. A técnica geralmente requer a preparacdo das amostras, com etapas de

extracdo do contaminante, devido a sua baixa concentracao (Abreu et al. 2005).
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Yeetal. (2011), Wu et al. (2012) e Huang et al. (2013) estudaram as técnicas extracao
em fase solida para bebidas alcodlicas chinesas em GC/MS, como alternativa a técnica de
extracdo liquido-liquido tradicional. Alberts et al. (2011) também estudaram técnicas de
extracdo em fase solida para aguardentes do Sul da Africa, para serem analisadas por

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS).

Um método que tem sido utilizado como alternativa ao GC/MS ¢ a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD) de fase reversa. Esse
método € mais rapido e apresenta niveis de detecg¢do similares, além de ndo ser necessaria
extracdo ou concentracao do contaminante da bebida. A técnica consiste na derivagdo de CE
com 9-xantidrol em meio acido, permitindo sua deteccdo por fluorescéncia ao formar

carbamato de etil xantil (Abreu et al. 2005; Medrera e Valles 2009)

Dedk et al (2010) modificaram o método utilizado por Medrera e Valles (2009),
estudando a combinacdo da derivacdo de CE por 9-xantidrol e da monitorizagdo de multiplas
reacdes (MRM) de carbamato de etil xantil com cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa por ionizagado eletrospray (HPLC-ESI/MS). Isso por que a
técnica de HPLC-FLD frequentemente revela outros constituintes da matriz que também

possuem alto fator de resposta do detector de fluorescéncia (Madrera e Valles 2009).

GC/MS foi o método de andlise mais utilizado nos estudos. Dos 23 artigos que
abordaram métodos de analise do CE, 14 analisaram o contaminante por GC/MS (Caruso et al
2011; Lachenmeier et al 2010b; Baffa Junior et al 2011; Galinaro ¢ Franco 2011; Liu et al
2011; Nobrega et al 2011, 2013; Zacaroni et al 2011; Wu et al 2012; Huang et al 2013;
Borges et al 2014; Ohe et al 2014; Bortoletto e Alcarde 2015; Serafim e Franco 2015),
enquanto apenas 5 estudos analisaram o contaminante por HPLC-FLD (Dos Anjos 2011;

Machado et al 2013; Santiago et al 2014; Valente et al 2014; Zacaroni et al 2015).

A preferéncia pelo método GC/MS, além de ser o método oficial de anélise de CE
como dito anteriormente, pode ser porqué a etapa de preparacdo de amostra nem sempre €
necessaria no caso das bebidas alcodlicas destiladas, que apresentam maiores teores do
contaminante do que as bebidas ndo-destiladas. Nesse caso, realiza-se a injecao direta da
bebida no aparelho, sem qualquer tratamento prévio (Nobrega et al 2009, 2011, 2013;
Santiago et al 2014; Bortoletto e Alcarde 2015; Serafim e Franco 2015).
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3.4. Teores encontrados na literatura
Foram 15 os estudos que quantificaram os teores de CE em bebidas alcodlicas
destiladas, somando um total de 717 amostras analisadas (Tabela 1). A maior parte dos
estudos analisou cachagas e aguardentes de cana-de-agucar. Aguardentes de cereais, frutas e

casca, vodca, conhaque, uisque, rum e bagaceira estdo entre as outras bebidas estudadas.

Com excecdo da cachaca e aguardente de cana-de-agucar, a maior parte das bebidas
alcodlicas destiladas ndo apresentam teores excessivos de CE. Lachenmeier et al. (2010b)
estudando a composicao de vodcas ndo registradas do leste ucraniano, observou que apenas 1
amostra apresentou teor exorbitante de CE (1500ug/L). A incidéncia foi inferior a encontrava
anteriormente para aguardentes de frutas registradas da Alemanha, onde o problema persiste

especialmente nos produtos de pequenas destilarias (Lachenmeier et al. 2005).

Tabela 1. Teores de CE analisados nos estudos selecionados em ug/L

Bebida n >150? >400° min-max Referéncias

Cachaca e 518 >173¢ @c ND%960 Caruso et al. (2010);

aguardente de Galinaro e Franco (2011);

cana-de- Nobrega et al. (2011);

acucar Zacaroni et al. (2011,
2015);

Machado et al. (2013);
Valente et al. (2014);
Bortoletto e Alcarde

(2015);
Serafim e Franco (2015);
Aguardente 70 @ 0 2,9-192  Liuetal. (2011);
de cereais Wu et al. (2012)
Vodca 65 @ 2 ND-1500 Lachenmeier et al.
(2010b)
Aguardente 20 9 7 ND-2609 Deék et al. (2010)
de frutas
Conhaque 26 0 0 4,4-46  Alberts et al. (2011)
Uisque 14 0 0 ND-90  Alberts et al. (2011);

Nobrega et al. (2013);
Valente et al. (2014)
Rum 2 0 0 2,7-51 Alberts et al. (2011);
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Valente et al. (2014)

Aguardente 1 0 0 1,9 Alberts et al. (2011)
de casca
Bagaceira 1 0 0 ND Valente et al. (2014)

2 Limite maximo canadense para bebidas alcoolicas destiladas (EFSA 2007) e antigo limite maximo
brasileiro para cachaga ¢ aguardentes de cana-de-agticar (Brasil 2005)

® Limite maximo canadense para aguardentes de frutas (EFSA 2007)

¢ Informagdes completas insuficientes

4ND: ndo detectavel

No caso das aguardentes de frutas hungaras estudadas por Dedk et al. (2010), apenas 2
amostras apresentaram teores exorbitantes de CE, com valores de 1390 e 2609ug/L. Ambas
amostras foram produzidas em sistemas de pequena escala (domésticos), salientando a

importancia do controle das boas praticas de fabricagao.

Caruso et al. (2010) e Nobrega et al. (2011), que estudaram os teores de CE em
cachacas comerciais, encontraram mais de 50% das amostras em inconformidade com a lei
vigente até 2014, cujo limite maximo era de 150ug/L (Brasil 2005). Os resultados obtidos por
Bortoletto e Alcarde (2015) foram melhores, mas nem tanto: 46% das 268 cachacas e
aguardentes de cana-de-acicar comerciais estavam acima de 150ug/L, e 104 amostras
apresentaram teores acima de 210ug/L, teor maximo permitido pela atual legisla¢do brasileira
(Brasil 2014). De acordo com Riachi et al. (2014), pelo menos 42% das cachacas ou
aguardentes brasileiras apresentam teor de CE acima de 210ug/L, valores concordantes com
os encontrados por Bortoletto e Alcarde (2015), no qual 39% das amostras apresentaram teor

acima do limite maximo estabelecido.

Enquanto isso, para os produtores brasileiros de uisque as estatisticas sdo favoraveis.
Nobrega et al. (2013) comparou a qualidade do uisque brasileiro com amostras de uisques
escoceses. Em seu estudo, 6 de 7 amostras apresentaram teores de CE abaixo de 50ug/L, o

meSmo que OCorre para oS uisques €SCOoCEses.

3.5. Propostas para diminuicao
Existem diversos métodos propostos cujo objetivo € a redugdo dos teores de CE em
bebidas alcoolicas. Galinaro e Franco (2011) e Alcarde et al. (2012a) estudaram o efeito da

dupla destilacao na diminui¢cdo do CE para aguardentes de cana-de-agtcar, concluindo que até
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97% do CE formado na primeira destilagdo pode ser eliminado da bebida com o processo de

redestilagdo.

Uma técnica simples que se mostra eficaz na redug¢do dos teores de CE ¢ o
armazenamento das bebidas alcoolicas destiladas na auséncia de luz (JEFCA 2006; Zacaroni
et al. 2015). Outro fator simples no caso das cachagas e aguardentes de cana-de-agucar ¢ a
separagdo correta das fragdes de “cabeca”, “coracdo” e “cauda” (Baffa Junior et al. 2011;
Borges et al. 2014). Grande parte dos produtores faz a separagdo das fragdes por volume e
provocam a contaminagdo pelo cianato, que deveria se concentrar apenas na fragdo “cabeca”.

Essa fracdo por sua vez apresenta elevada concentragdo de dlcoois, que reagem com o cianato

e leva a formagdo de CE (Borges et al. 2014).

Borges et al. (2014) verificaram que com o uso de cepas da levedura Saccharomyces
cerevisiae selecionadas ¢ possivel reduzir até 70% dos teores de CE do mosto fermentado
para a cachaga recém-destilada, enquanto que a fermentagdo espontanea reduz apenas 44%
utilizando o mesmo processo de destilagdo. A fermentagdo com cepas de laboratorio também
reduz os teores de CE em aguardentes de frutas quando comparados as cepas comerciais,
constatando a contribuicdo do metabolismo da levedura na formacdo do CE (Schehl et al.

2005).

A composicao do destilador ¢ o modo que a destilagio ¢ conduzida também
influenciam na concentragao de CE do destilado. Galinaro e Franco (2011) verificaram uma
grande diferenca para um mesmo mosto fermentado de cana-de-agucar destilado em
alambique de cobre e em coluna de aco inox, que apresentaram respectivamente 204 e 423
ng/L de CE no destilado, ou seja, as aguardentes destiladas em alambique apresentam menor
teor de CE quando comparadas as destiladas em coluna (Bruno et al. 2007; Nobrega et al.
2009; Andrade-Sobrinho et al. 2009). Isso pode ser explicado pelas reacdes dos compostos
cianogénicos com o cobre na parte ascendente do alambique, que formam compostos nao
volateis (Aresta, Boscolo, e Franco 2001; Boscolo 2001). Ainda, quando o alambique de
cobre possui a parte descendente (tubo do condensador + refrigerador da bobina) feita em ago
inox, a contaminagao por cobre no destilado ¢ muito pequena, prevenindo consequentemente

a formagdo de CE (Nobrega et al. 2011).

Sistemas de destilacao utilizando temperaturas elevadas resultam bebidas com um teor
mais elevado de CE, enquanto a presenca de um deflegmador e sistema de resfriamento no

alambique possibilitam a producdo de aguardentes de cana-de-aglicar com menores teores
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(Nobrega et al, 2009). Bruno et al. (2007) também obtiveram aguardentes de cana-de-acucar
com baixo teor de CE utilizando uma baixa temperatura no deflegmador, resultando em um
baixo fluxo de destilagdo e uma elevada taxa de refluxo durante a destilagdo em alambiques.

Esses fatores previnem a contaminagao pelos precursores no destilado.

Lima et al. (2012) também estudaram a influéncia da destilagao lenta para diminuigao
dos teores de CE em aguardentes de cana-de-acucar e cachagas, confirmando que uma
destilacdo lenta reduz o teor de CE e também altera a composi¢ao do destilado, contribuindo

para uma melhor qualidade da bebida.

Outro método de diminuicdo simples ¢ a escolha de matérias-primas com menores
quantidades de arginina e ureia, precursores do CE. Para bebidas de arroz, a maneira de
diminuir os precursores do CE ¢ o processo de refinagdo (Yoshizawa et al. 1988). Em
aguardentes de frutas, um processo para retirada dos carogos foi proposto, uma vez que estes
sdo ricos em ciancto (Lachenmeier et al. 2005). Entretanto, nenhum dos métodos ¢

comumente utilizado por causar a perda de componentes importantes do sabor e aroma nas

bebidas.

Também sdo formas de minimizar os teores de cianeto em aguardentes de frutas a
otimizacdo das condi¢cdes de destilagdo (Christoph e Bauer-Christoph 1998) ou um

procedimento de lavagem com vapor (Nusser, Gleim, e Tramm 2001).

Filtrar a bebida para remover CE também ¢ um método disponivel. Park et al. (2009),
removeram com sucesso 47% de CE em destilados diluidos através do processo de filtracao
com carvao vegetal. Embora a absor¢do de baixa especificidade tenha afetado
significativamente o sabor final das bebidas, o desenvolvimento de uma resina de absorc¢ao de

alta especificidade poderia ser um método praticavel para remover CE em bebidas alcoodlicas.

Com o desenvolvimento de tecnologias de engenharia quimica e bioldgica, muitas
novas abordagens tém sido estudadas para reduzir os niveis de CE em bebidas alcoolicas
(Zhao et al. 2013). Estdo entre elas: métodos quimicos, como catalisadores de cianeto e
catalisadores de cobre (Pieper et al. 1992); métodos enziméticos, como a uréase acida para
degradar ureia e prevenir a formagao dos precursores de CE (Kobashi, Takebe, e Sakai 1988;
Yang, Wang, e Tian 2010), como também a uretanase, uma amidase que degrada CE em
etanol e amodnia (Toshiaki 2006) e por fim, métodos de engenharia metabdlica, como a

inibicdo da expressdo génica da arginase que degrada arginina em ureia (Schehl et al. 2007),
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ou ainda o aumento da expressdo de genes envolvidos no metabolismo e transporte da ureia

(Coulon et al. 2006).
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Conclusao

Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de melhor compreender o CE,
principalmente envolvendo sua formagao e métodos de prevengao e/ou eliminagdao em bebidas
alcoodlicas destiladas. A maior parte dos artigos deste trabalho, revelam uma preocupagao

crescente com o CE presente em cachacas e aguardentes de cana-de-agucar brasileiras

Entender a formagao do CE ¢ o primeiro passo para se estudar medidas preventivas. A
maior parte do contaminante ¢ formado apos a destilagdo, por reagdo do etanol com o cianato
e seus derivados (isocianato, acido cianico e acido isocianico). A presenga de cobre também ¢
um diferencial, pois teores até 0.8 mg/L promovem maior formacdo de CE e além disso,
fatores como calor, envelhecimento, e armazenamento na presenca de luz também aumentam

a concentracdo do contaminante.

O método de andlise oficial para o CE em bebidas alcodlicas ¢ o GC/MS. Amostras de
cachaga e aguardente de cana-de-aglicar ndo necessitam de pré-tratamento neste método,
tornando-o mais fécil e rapido. Ainda assim, o método alternativo HPLC-FLD tem ganho
espaco pela sua rapidez e niveis de deteccdo similares. Quando realizados corretamente,

ambos os métodos sdo considerados bastante sensivelis.

As bebidas que apresentam maiores teores de CE sdo as cachacas, aguardentes de
cana-de-acglcar e aguardentes de frutas. Os maiores teores encontrados foram dentre as
bebidas ndo registradas e produzidas em pequena escala. Os teores encontrados nas bebidas
brasileiras apresentaram melhora de 2010 para 2015, no entanto muitas ainda ndo se

encontram em conformidade com o limite maximo estabelecido pela lei (210 ug/L).

O aumento do limite méximo brasileiro de 150 ug/L para 210 ug/L ndo aumenta
consideravelmente o risco para a populacdo, e ainda estd muito abaixo do limite méximo
canadense para aguardentes de frutas (400 ug/L). Além disso, a alteragdo da lei estimula a
discussdo acerca do tema, aumentando a preocupagdo com as boas praticas de fabricagdo, e
também auxilia e facilita os produtores a se manterem em conformidade com a lei,

principalmente aqueles que produzem em pequena escala.

Propostas de preven¢ao e diminui¢ao do contaminante tém sido amplamente estudadas
e implementadas. Métodos bioquimicos tiveram bons resultados, como a utilizacao de cepas

selecionadas na fermentagao.
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A velocidade, a temperatura ¢ o modo que a destilagdo ¢ conduzida, bem como o
material do destilador, também fazem grande diferenga nas concentragdes de CE no destilado.
Cachagas destiladas em alambique de cobre, com destilacdo lenta, o uso de deflegmador e
sistemas de resfriamento, ¢ a separagdo correta das fragdes “cabega”, “coragdo” e “cauda”,

apresentam menores teores de CE.

Técnicas simples que previnem a formacdo do CE apos a destilagdo envolvem o
armazenamento em auséncia de luz e sob temperaturas controladas. Redestilagdo e filtracao
com carvao vegetal sdo técnicas também utilizadas para reduzir os teores de CE no produto
final. Diferentes métodos alinhados com boas praticas de fabricagdo resultam na diminuigao e
controle do CE, porém a maior preocupagdo, nacional e internacional, ainda envolve
principalmente os pequenos produtores e produtos ndo registrados, que ocasionalmente
apresentam os maiores teores de CE provocados pela falta de controle da produgdo e

fiscalizacao adequada.
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