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RESUMO

BAFFA JUNIOR, José Carlos D.S. Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2011. Mecanismos de formacao do carbamato de etila durante
producdo e estocagem de aguardente de cana-de-agucar. Orientadora:
Nilda de Fatima Ferreira Soares. Coorientadores: José Benicio Paes
Chaves, José Antonio Marques Pereira e Juraci Alves de Oliveira

O carbamato de etila (CE) ou uretana € um éster de etila do acido carbamico
que ocorre em niveis baixos (ng/L ou mg/L) em muitos alimentos fermentados e
bebidas destiladas como vinhos, whisky e cachagas. O CE €& genotoxico e
carcinogénico para um grande numero de espécies como ratos, camundongos
e macacos. O composto foi classificado pela Organizagdo Mundial da Saude
(Agéncia de Pesquisa do Cancer) como pertencente ao grupo 2A, o que
significa que é cancerigeno ao homem. O seu limite de ingest&o diaria aceitavel
(IDA) é de 0,3 ng.Kg"' por dia, porém esse nivel foi calculado através de
estudos em alimentos como pao e produtos fermentados do leite. As bebidas
destiladas nao foram incluidas nesses calculos apesar de serem os produtos
que maior apresentaram contaminagdo pelo carbamato de etila, alcangando
valores de 12 mg/L. Portanto bebidas como a cachag¢a devem ser consideradas
uma das principais fontes desse composto toxico, ainda mais em paises como o
Brasil onde o consumo do produto é elevado. O Ministério da Agricultura e
Pecuaria e Abastecimento brasileiro através da Instrucado Normativa N° 13 de
21 de junho de 2005, propde 150 ug/L como limite maximo deste contaminante
em cachagas. Entretanto ndo se tem o conhecimento da(s) sua(s) via(s) de
formacdo no processo de producdo da cachaca. Trés hipoteses séao
apresentadas, mas necessitam serem confirmadas por estudos mais
aprofundados. Em primeiro existe a possibilidade da uréia, proveniente do
metabolismo da principal levedura do processo, Saccharomyces cerevisiae,
reagir com etanol e formar o carbamato de etila durante o processo de
fermentacdo. Para analisarmos esta hipotese analisamos o processo de
fermentacdo aliquotas foram retiradas para analises da quantidade do
composto. O teor de carbamato de etila apos a fermentacéo foi de 122076 ug.L
1. A hipdtese foi confirmada ao aumentar a concentragdo de ureia no caldo e
consequentemente promover uma maior formacao de carbamato. Analisamos a
etapa de destilacdo em suas fragcbes cabeca, coracdo e cauda que
apresentaram teor de 59.700 ug.L", 52 ugL’' e 1.570 pg.L' de CE
respectivamente. Para o residuo contido no alambique de cobre, o vinhoto a
concentragdo de carbamato de etila foi de 53.070 pg.L™". Outra hipétese
verificada foi uma cadeia de reagdes envolvendo compostos glicocianogénicos
utilizando o cobre como catalisador para formacdo do carbamato de etila.
Nesse estudo podemos concluir que existe mais de um mecanismo de
formagao do carbamato de etila durante a fermentagédo.. O segundo mecanismo
esta relacionado ao teor de compostos cianogénicos que sofre oxidacao
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liberando o cianeto que reage com etanol para formacado de CE. Por fim, um
terceiro mecanismo esta correlacionado com a concentragdo do aminoacido
arginina, mesmo em pequena concentragdo entraria no ciclo da ureia
proporcionando uma maior formacao de ureia e com isso maior formagao do
carbamato de etila. A fermentacao é a etapa que mais produz o carbamato de
etila, em niveis de mg, bem acima do permitido pela legislagcédo brasileira. Essa
alta concentragao ao final das 24 horas pode estar associada a combinacgéo
dessas 3 vias de formagao. Por fim a possibilidade de uma reagao fotoquimica
pos-destilagdo para formacao do carbamato de etila envolvendo luz ultravioleta,
cobre e composto glicocianogénicos foi verificada. Cachagas acondicionadas
em garrafas ambar, tranaparente, verde e azul, com e sem cobre foram
avaliadas por 90 dias. Obtivemos resultados onde apds 90 dias de estocagem
mostram que o cobre é o catalisador da reacdo, pois os tratamentos sem cobre
obtiveram uma média menor na concentragdo de carbamato de etila ao final (62
ug.L"). Os tratamentos com 5,0 mg.L-' e 10 mg.L™" de cobre tiveram em média
164 pg.L" e 228 ug.L" de teor de CE, respectivamente. Também apds 90 dias
de analises podemos afirmar que quanto maior o teor alcodlico maior a
concentracao de carbamato formado. Os teores alcodlicos avaliados de 40° GL,
45° GL e 50° GL apresentaram média de CE foi de 115,98 pg.L™", 131,65 ug.L™
e 150,67 pg.L'1. Nos experimentos que avaliariam a interferéncia da luz,
especificamente a ultravioleta, as garrafas ambar apresentaram em média um
teor de carbamato 60 % a menos que as garrafas verdes, azuis e transparentes
ao final dos 90 dias de estocagem. Quanto ao teor de compostos cianogénicos
o destilado na auséncia de luz ultravioleta (garrafa ambar) obteve uma redugéo
de apenas 9 %, 10 % e 14 % nas cachagas sem cobre, cobre no limite (5,0
mg.L™") e cobre 2 vezes o limite (10 mg.L") respectivamente. Porém na
presenga da luz ultravioleta a redu¢cado de compostos cianogénicos foi de 12 %,
18 % e 24 % sem cobre, cobre no limite (5,0 mg.L™) e cobre 2 vezes o limite (
10 mg.L") respectivamente. Podemos entdo concluir que o processo de
oxidacdo dos compostos cianogénicos através da luz ultravioleta e a sua
conversdao em carbamato de etila pela reacdo com etanol existe. Portanto,
como medidas preventivas afim de evitar a formagcdo do carbamato,
recomendamos a estocagem da cachaga em garrafas ambar na auséncia de
cobre apos uma destilagdo com coleta separada das fragdes (cabecga, coragao
e cauda).



ABSTRACT

BAFFA JUNIOR, José Carlos D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2011. Mecanismos de formacao do carbamato de etila durante
producado e estocagem de aguardente de cana-de-agucar.. Adviser: Nilda
de Fatima Ferreira Soares. Co-Advisers: José Benicio Paes Chaves, José
Antonio Marques Pereira.

The ethyl carbamate (EC) or urethane is an ethyl ester of carbamic acid that
occurs at low levels (ng / L or mg / L) in many fermented foods such as wines
and spirits, whiskey and rum. The EC is genotoxic and carcinogenic to a large
number of species including rats, mice and monkeys. The compound has been
classified by the World Health Organization (Agency for Research on Cancer) as
belonging to group 2A, which means that it is carcinogenic to humans. Its limit of
acceptable daily intake (ADI) is 0.3 ng.Kg-1 per day, but that level was
calculated by studies in foods such as bread and fermented milk products. The
spirits were not included in these calculations despite being the largest products
were contaminated by ethyl carbamate, reaching values of 12 mg / L. So drinks
like rum should be considered a major source of this toxic compound, even in
countries like Brazil, where consumption of the product is high. The Ministry of
Agriculture and Livestock and Food Supply of Brazil by Instruction No. 13, June
21, 2005, proposes 150 mg / L as the upper limit of the contaminant in cachaca.
However there is no knowledge of (s) your (s) route (s) of training in the
production of rum. Three hypotheses are presented, but need to be confirmed
by further studies. First there is the possibility of urea, derived from the
metabolism of the main process of yeast, Saccharomyces cerevisiae, reacts
with ethanol to form ethyl carbamate during the fermentation process. To
analyze this hypothesis we analyzed the process of fermentation aliquots were
removed for analysis of the amount of the compound. The content of ethyl
carbamate after fermentation was 122,076 microg.L -1. The hypothesis was
confirmed by increasing the concentration of urea in the broth and hence
promote further formation of carbamate. We analyzed the distillation step in
fractions head, heart and tail that had content microg.L 59700-1, 52 ug.L-1-1
microg.L and 1570 CE respectively. To the residue contained in the copper still,
the stillage concentration of ethyl carbamate was 53,070 pg.L-1. Another
hypothesis was verified a chain of reactions involving compounds
glicocianogénicos using copper as catalyst for the formation of ethyl carbamate.
In this study we can conclude that there is more than one mechanism of
formation of ethyl carbamate during fermentation. The second mechanism is
related to cyanogenic compounds that undergo oxidation releasing the cyanide
reacts with ethanol to form EC. Finally, a third mechanism is correlated with the
concentration of arginine, even at low concentration in the urea cycle would
provide a greater formation of urea and a larger formation of ethyl carbamate.
Fermentation is the step that produces the most ethyl carbamate, in mg levels
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well above those permitted by Brazilian law. This high concentration at 24 hours
may be associated with the combination of these three training courses. Finally
the possibility of a photochemical reaction after distillation for ethyl carbamate
formation involving ultraviolet light, and copper compound has been verified
glicocianogénicos. Cachacgas bottles packed in amber, tranaparente, green and
blue, with and without copper were evaluated for 90 days. Returned results
where after 90 days of storage show that copper is the catalyst of the reaction,
because the treatments without copper had a lower mean concentration of ethyl
carbamate to the end (62 pg.L™"). The treatment with 5.0 mg.L”" and 10 mg.L-1
of copper averaged 164 and 228 ug.L™'content of CE, respectively. Also after 90
days of analysis we can say that the higher the alcohol content higher the
concentration of carbamate formed. The levels of alcohol assessed 40 ° GL, 45
GL and 50 had an average GL was 115.98 pg.L" of EC, 131.65 and 150.67
ug.L™". In experiments that would evaluate the interference of light, specifically
ultraviolet amber bottles exhibited an average content of carbamate 60% less
than the bottle green, blue and transparent to the end of 90 days of storage. As
for the cyanogenic compounds in the distillate absence of ultraviolet light (amber
bottle) achieved a reduction of only 9%, 10% and 14% in cachagas without
copper, copper in the limit (5.0 mg L™") and copper 2 times the limit (10 mg.L™)
respectively. But in the presence of ultraviolet light to reduce cyanogenic
compounds was 12%, 18% and 24% without copper, copper in the limit (5.0 mg
L™") and copper 2 times the limit (10 mg.L™"), respectively. We can then conclude
that the oxidation process of cyanogenic compounds by ultraviolet light and its
conversion into ethyl carbamate by reaction with ethanol exists. Therefore, as
preventive measures in order to prevent the formation of carbamate, we
recommend storage of liquor bottles in amber in the absence of copper after
distillation with a collection of separate fractions (head, heart and tail).
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1- INTRODUGAO GERAL

O carbamato de etila (CE) ou uretana (HoNCOOC;,Hs) € um éster de etila
do &cido carbémico. Pode ser comercializado de varias formas; como
preparagcdo e modificagdo de resinas de aminas, como base em pesticidas
(drogas) e intermediarios quimicos da industria téxtil (IARC 1974). No passado
o CE era também usado como anti-neoplasico e outros fins medicinais
(PATERSON et al.,, 1946). O carbamato de etila também foi usado como
hipnético em humanos e como anestésico para animais em laboratorios
(HADDOW e SEXTON, 1946). S6 em meados de 1940 foi descoberta sua
toxicidade e carcinogenicidade (NETTLESHIP et al., 1943; HADDOW e
SEXTON 1946). Por isso atualmente o carbamato de etila ou os carbamatos
simples como fenil, metil ou butil sdo apenas usados para fins de pesquisas
(GOTOR et al., 1999).

O carbamato de etila € genotdxico e carcinogénico em um grande
numero de espécies animais incluindo ratos, hamsters e macacos (BELAND et
al., 2005). O CE é rapidamente absorvido pelo trato gastro-intestinal e pela pele
(CHA et al., 2000). O seu metabolismo envolve 3 principais vias; N-hidroxilagao,
C- hidroxilacdo e Oxidagao. A principal via € a conversao do carbamato de etila
pelo citocromo P-450 para N-hidroxicarbamato, pois 90% do carbamato inicial &
hidrolisado e apenas 8 a 10% € excretado sem modificagdes. O problema do
metabolismo do CE esta na formacao de compostos ainda mais téxicos, como o
vinil carbamato, que é convertido em vinil epdxido por reacdes de epoxidagao o
qual é capaz de se ligar covalentemente ao DNA, RNA e proteinas (PARK et
al., 1993).

Baseado nos inumeros estudos toxicolégicos do carbamato de etila
orgaos internacionais como International Agency for Research on Cancer
(IARC) reclassificou o composto como carcinogénico para humanos (BAAN et
al., 2007).



A partir desses estudos foram determinados limites de ingestdo diaria
aceitavel (IDA) para o composto, que seria de 0,3 ng/Kg por dia, isto é, 0,3 ng
de carbamato de etila a cada quilo de pessoa por dia (FAO/WHO,2007).

Carbamato de etila € um composto formado em alimentos e bebidas tais
como pao, iogurte, vinho, cerveja e, principalmente, bebidas destiladas; como
vinho, whisky e cachaga (STEVENS e OUGH, 1993).

Tendo em vista essa contaminagdo, o Canada em 1985 através do
“‘Health and Welfare Department”, estabeleceu os limites de carbamato de etila
para bebidas alcodlicas sendo 30; 100; 150 e 400 pg-L'1 para vinhos, vinhos
fortificados; bebidas destiladas e destilados de frutas e licores, respectivamente
(HWD,1985). Em margo de 1990, o Food and Drug Administration publicou
nota na qual os produtores de uisques americanos se comprometeram, a partir
daquela data, a limitar o teor de carbamato de etila em 125 ug-L™ (FDA, 1990).
No Brasil, a Instrugdo Normativa N° 13 de 21 de junho de 2005, estabelece 150
ug-L" como limite maximo deste contaminante em cachacas, tendo um prazo de
5 anos para cada produtor promover a mudanga (BRASIL, 2005). Portanto as
cachacas a partir de agosto de 2010 devem estar com teor de CE abaixo do
limite estabelecido. Porém em 09 de junho de 2010 em reunido a comissao
decidiu prorrogar por mais 2 anos esse prazo.

Para o Brasil, o maior produtor mundial de cachaga (PBDAC, 2010), é
importante garantir a produgdo de cachaga e outras bebidas com niveis de
carbamato de etila dentro do regulamentado, ndo somente por ser um problema
de saude publica, quando encontrada concentragbes superiores a 150 pg-L‘1,
mas também por constituir uma barreira a exportacdo da cachaca todos os
paises que ja estabeleceram os limites de CE.

Considerando que a principal fonte de ingestdo de carbamato de etila é
através das bebidas destiladas, muitos paises estipularam limites para esse

composto (Tabela 01).



Tabela 01: Limites maximos para carbamato de etila em bebidas alcodlicas

Paises  Vinho Vinho Fortificado Saqué Destilados
(MgL") (Mg'L") (MgL™) (MgL™)
Canada 30 100 200 150
Republica Theca 30 100 200 150
Franca Nr Nr Nr 150
Alemanha Nr Nr Nr Nr
USA 15 60 180 150r

Nr corresponde a nao regulamentado (até o momento)

O carbamato de etila é produzido em baixos niveis (ng/L a mg/L) em
bebidas destiladas por varios precursores como uréia, citrulina, compostos N-
carbamil (carbamil-fosfato) e compostos cianogénicos pela reacédo com etanol.
Porém os mecanismos de producdo do carbamato serdo discutidos
posteriormente.

Andrade-Sobrinho et al. (2002) ao avaliarem carbamato de etila em 126
amostras de cachacgas (63 da regido sudeste, 39 da nordeste, 22 da sul e 2 da
centro-oeste), verificaram que 21 % das amostras analisadas apresentaram
teores abaixo do permitido pela legislagdo internacional. Este resultado é
semelhante ao encontrado por Baffa Junior et al. (2007) que foi de 22,7 % de
amostras analisadas dentro dos padrdes internacionais em um total de 57
marcas comerciais de cachacas da regidao da Zona da Mata Mineira.

Os resultados encontrados reforcam a necessidade de avaliagdo e
quantificagcdo dos niveis de carbamato de etila durante as etapas do processo
de producdo, e conhecimento dos mecanismos de formagdao do composto,
visando o desenvolvimento de métodos para a diminuicdo ou eliminagdo do
contaminante,

Apresentaremos e discutiremos trés mecanismos de formagao para o
carbamato de etila ao longo dos capitulos da tese.

e Durante a fermentacao correlacionando o aminoacido nitrogenado

(arginina) que atua como precursores da uréia durante a



fermentagdo. Essa por sua vez reage com etanol formando
carbamato de etila (capitulo 2).

e A partir de compostos cianogénicos proveniente da cana que
formam o carbamato de etila (em solugbes hidroalcodlicas e
durante fase gasosa) (capitulos 2 e 3).

e A partir das reacbes de mecanismo fotoquimico pds-destilagcao
envolvendo luz ultravioleta, cobre e compostos glicocianogénicos,

para formag&o do carbamato de etila (capitulo 3).

OJETIVO GERAL

¢ Quantificagado do carbamato de etila nas etapas de produgédo da cachacga

(fermentacéo, destilagao e armazenamento).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elucidar a via de formacao do carbamato de etila, durante fermentacao
alcodlica proporcionada pela levedura Saccharomyces cerevisiae,
através dos principais precursores nitrogenados (Arginina e Uréia) e

compostos cianogénicos;

e Avaliar o efeito do processo de destilagdo, na reducdo da concentracao
de carbamato de etila, quantificando-o nas fragbes (cabecga, coracdo e

cauda);

e Determinar a concentracdo de cobre nas fragcdes da destilacdo e sua

possivel relacdo com a formacgao do carbamato de etila;

o Verificar a formacéo de carbamato de etila apds a destilagdo. A partir da

reagao da uréia com etanol sendo o cobre um catalisador;

e Elucidar um possivel mecanismo fotoquimico apds a destilagdo (
armazenamento) que desencadeia a reagado de formagédo do carbamato

de etila, envolvendo cobre, luz e compostos cianogénicos;



e Avaliar a relacdo embalagens de diferentes cores no acondicionamento e

na formacgao de carbamato de etila.



CAPITULO 1

QUANTIFICAGAO DO CARBAMATO DE ETILA DURANTE AS ETAPAS DE
PRODUGAO DE AGUARDENTE E DE SEUS PRODUTOS DISPONIVEIS EM
MERCADOS DA CIDADE DE VICOSA- MG

RESUMO

Durante o processo de producdo de cachacga (fermentacdo, destilacdo e
estocagem) inumeros compostos nocivos a saude podem ser formados. O
carbamato de etila (CE) € um desses, conhecido por ser genotoxico e
carcinogénico, tendo seu limite estabelecido para varios alimentos. O ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) através da Instrugéo
Normativa N° 13 de 21 de junho de 2005, propde 150 ug-L™" como limite maximo
deste contaminante em cachacas. Assim, torna-se importante quantificar o CE
durante as etapas de fabricagdo da cachaga. Este trabalho tem como objetivo
verificar onde é produzido o carbamato de etila no processo de fabricagcdo da
cachaga. Com intuito de verificar a presenca de CE, as fragdes cabeca,
coragao e cauda do destilado foram analisadas e durante as 24 horas de
fermentacéo aliquotas foram retiradas para quantificacdo do composto. O teor
de carbamato de etila apds a fermentacdo foi de 122.076 pg-L . As fracoes
cabeca, coracdo e cauda apresentaram teor de 59.700 pg-L'1, 52 pg-L'1 e 1.570
ug-L" de CE respectivamente. Para o residuo contido no alambique de cobre, o
vinhoto, a concentragdo de carbamato de etila foi de 53.070 pg-L'1. Verifica-se
que em todas as etapas analisadas houve a formacédo de CE, e os valores

obtidos est&o acima do limite maximo estabelecido pela legislacéo.



1. INTRODUCAO

1.1. CACHAGA: HISTORICO E PRODUGAO.

A histéria da cachacga se confunde com a prépria histéria do Brasil. Foi a
primeira bebida destilada produzida na América Latina, descoberta entre os
anos 1534 e 1549, durante o processo de produgao do agucar. Ali surgia a
aguardente de cana genuinamente brasileira, denominada cachaga (ABRABE,
2010).

A industrializagcdo da cana-de-agucar no Brasil tem grande importancia
econdmica, estimando-se que cerca de 15 milhdes de pessoas, direta ou
indiretamente empregadas, estejam envolvidas nas atividades de producéo de
cachacga, alcool, agucar, melado e rapadura (SEBRAE, 2005).

Apesar da tradicdo e importancia da cachaca, a cadeia produtiva do pais
nao €& tecnologicamente homogénea, havendo uma busca no desenvolvimento
de tecnologias para aprimorar, controlar a qualidade e a padronizagdo da
bebida (MIRANDA, 2005). Estes dois fatores, qualidade e padronizagéo, sao
essenciais para que a cachacga atinja patamares mais altos de consumo no
mercado externo e interno. Em ambos os mercados se véem aumentar as
pressdes para a melhoria da qualidade. No mercado externo percebe-se que as
exigéncias relativas a especificagdo de produtos e insumos estdo substituindo
gradativamente as barreiras tarifarias, transformando-se em fator determinante
do protecionismo comercial e do ganho de mercado (SEBRAE, 2005). Desta
maneira, os produtos que atenderem ou superarem a qualidade exigida terao
maiores chances de conquistar o mercado, e aqueles que ndo chegarem a esta
meta, apenas nao serao aceitos, sendo retirados do mercado.

Da mesma maneira que no exterior, as exigéncias de qualidade se
tornam mais intensas também no mercado interno. Os produtores buscam
melhores equipamentos e servigos, enquanto os consumidores buscam por
produtos que traduzam sua expectativa de satisfacdo, qualidade e status,

determinando sua escolha.



Legalmente a cachaga é a denominagéo tipica e exclusiva da aguardente
de cana produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica de trinta e oito a
quarenta e oito por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela
destilacdo do mosto fermentado de cana-de-agucar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de agucares até seis gramas por
litro, expressos em sacarose (BRASIL, 2003). As aguardentes de cana-de-
agucar, que abrangem as cachagas, podem ter graduagao alcodlica de até 54°
GL.

Devido a dinamica do setor produtivo da cachaca, sua alta informalidade
e a extensao territorial da Federacéao, torna complexa a atualizagdo dos dados
sobre a producdo em cada Estado. Tendo uma economia mais dinamica, o
Estado lider na produgédo de cachaga € Sao Paulo, respondendo por cerca de
44 %. Em seguida vém Minas Gerais, com cerca de 13 - 15 %; Pernambuco, 12
%; Ceara , 12 %; Goias e Rio de Janeiro, 11 — 12%, em proporgao similar;
Parana, 4 %; Paraiba 2 % e Bahia 1,5 % (GONTIJO, 2002; JANZANTTI, 2004;
FOLHA ON LINE, 2008; COOCACHACA, 2009). Com mais de 5 mil marcas e
30 mil produtores no Brasil, gerando 400.000 empregos (ABRABE, 2010),
estimativas atuais mais otimistas apontam para uma produgdo anual de 1,8
bilhdo de litros (CAMPILLO, 2005; ELVAS e RIZZO, 2008). Deste volume, 1,3
bilhdo de litros s&o produzidos em colunas de destilagdo, por processo
continuo, e 500 milhdes de litros em alambiques, por processo em batelada
(CAMPILLO, 2005).

No Brasil a cachaga pode ser informalmente dividida em trés segmentos:
as industriais, as artesanais e as informais, sendo que as ultimas n&do tém
qualquer tipo de registro.

Denominam-se cachagas industriais aquelas produzidas em larga escala,
utilizando-se de colunas continuas de destilacdo, leveduras prensadas no
processo de fermentacao e outros processos nao convencionais em um sistema
artesanal, como a queima da cana antes da colheita. As empresas produtoras

concentram-se nos estados de Sao Paulo, Ceara, Pernambuco e Rio de



Janeiro, e respondem pela maior parte da produgédo nacional, chegando a mais
de 70 % do total produzido (ABRABE, 2010) .

As cachagas denominadas artesanais ou de alambique s&o aquelas
industria de pequeno porte, onde normalmente se emprega mao-de-obra
familiar. A producdo da cachaca € feita utilizando-se fermento caipira ou
selvagem, destilado em alambiques de cobre, com separagao das fragdes do
destilado, entre outros procedimentos. Estes procedimentos caracterizam a
cachaca artesanal como de melhor qualidade sensorial do que as industriais. A
produgdo chega a 400 milhdes de litros anuais, segundo o Ministério da
Agricultura (OLIVEIRA et al., 2005).

As colunas de destilacdo, geralmente, s&o capazes de produzir
anualmente, em média, cerca de 30 vezes ou mais que os alambiques, o que
explica a menor produgao em certos Estados com grande dimenséo territorial,
como é o caso da Bahia, onde, praticamente, toda a cachaca é proveniente de
alambiques (CACHACA a, 2008).

O Estado de Minas Gerais possui tradicdo como produtor de boa
cachaca. A crenca de que a maior parte de sua producéao é elaborada de forma
artesanal também ¢é geral, embora sejam usadas varias colunas de destilagéo
em algumas regides. Entretanto, Minas Gerais tem o problema de possuir areas
com bolsdes de isolamento técnico-cientifico, econémico e cultural, que geram
um numero de produtos de qualidade inferior, fato comprovado pelo seu alto
indice de nao conformidades (LABANCA, 2004). Sao Paulo, Pernambuco,
Ceara e Rio de Janeiro produzem um consideravel volume de cachaca usando
colunas de destilacdo, que coexiste com uma producdo bem inferior em
alambiques.

O processo de producdo da cachaca artesanal baseia-se nas etapas;
colheita- Transporte-extracdo do caldo- limpeza do caldo- preparo do mosto-;

fermentacédo; destilacdo e estocagem e envelhecimento (Figura 01).
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Figura 01: Fluxograma do processo de producgao de cachacga.

A cana usada na producgao do destilado artesanal é colhida manualmente
€ nao é queimada, pratica que precipita sua deterioragao. Depois de cortada, a
cana madura, fresca e limpa deve ser moida num prazo maximo de 36 horas.
As moendas separam o caldo do bagaco, que sera usado para aquecer as
fornalhas do alambique. O caldo da cana é decantado e filtrado para, em
seguida, ser preparado com a adigdo de nutrientes e levado as dornas de
fermentacdo. Algumas moendas sdo movidas por motor elétrico, outras por
rodas d'agua, e tém a funcdo de espremerem a cana, para dela extrairem o
suco (ABRABE, 2010).

10



1.2. FERMENTAGAO

As leveduras sdo organismos unicelulares de interesse industrial
pertencentes a classe dos Ascomicetos, sendo a Saccharomyces cerevisae,
sob o ponto de vista industrial, uma das espécies mais importantes e utilizada
nos diversos processos fermentativos de industrias de alimentos e bebidas

Nas regides onde se desenvolvem processos fermentativos a presencga
de leveduras nativas ou selvagens é comum. Elas sobrevivem nas superficies
dos colmos da cana, nas folhas, no solo, nos maquinarios e equipamentos
utilizados durante o preparo do mosto e até no ar (ROSA, 2000; MUTTON e
MUTTON, 2005). Por estarem ecologicamente adaptadas, sdo capazes de
fermentar naturalmente. Entretanto, esta fermentacdo ndo controlada é
inadequada, lenta e de baixo rendimento (MUTTON e MUTTON, 2005).

A fermentagdo alcodlica € um processo bioquimico anaerdbico que
consiste de reagdes em que o agucar e outros compostos presentes no mosto
(mosto fermentado) sao transformados em etanol, CO, e outras substancias
que serdo decisivas para a qualidade da bebida. E um processo exotérmico em
que sao produzidas apenas 2 moléculas de ATP por molécula de glicose.
Portanto, ndo é eficaz para a multiplicacdo celular, mas essencial para a
producdo de etanol. No final do processo ocorre redugdo da atividade
fermentativa, pela deficiéncia de agucares, com consequente diminuicdo da
temperatura (FARIA et al., 2003; JANZANTTI et al., 2004; NOGUEIRA et al.,
FILHO, 2005).

Além formacao do etanol, a fermentacdo é a maior responsavel pelo
elevado numero de componentes presentes na cachaca. Por isso, além dos
cuidados com seu controle, esta € a principal etapa do processo de producio
da cachaga e de outras bebidas destiladas (JANZANTTI et al., 2004).

Durante o processo conhecido como “artesanal”, os produtores preparam
receitas proprias do fermento (natural) iniciador ou “pé-de-cuba”, principalmente
adicionando ao caldo de cana, fuba de milho, farelo de arroz e caldo de limao

ou laranja, de modo a acidificar o substrato. Essa mistura é deixada fermentar
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por 5 a 20 dias em recipientes separados, ou na prépria dorna, com posterior
adicao do caldo de cana (14 a 16° Brix) para o desenvolvimento da microbiota
fermentadora (ROSA et al., 2000; PATARO et al.,, 2003). O processo
fermentativo normalmente ocorre entre 20 e 36 h. Apds este periodo, as
leveduras sedimentam no fundo da dorna e o vinho é recolhido e destilado
(PATARO et al., 2003).

1.3. DESTILAGAO

Destilagdo € a técnica utilizada para separar, selecionar e concentrar,
pelo aquecimento, componentes volateis especificos de uma “mistura liquida”
(BOZA e HORII, 1988; LEAUTE et al., 1990). Depois da fermentacdo, a
destilagédo € o ponto determinante de maior importancia na qualidade da bebida
destilada (BOZA e HORII, 1988; JANZANTTI et al. 2004).

A destilagdo também promove algumas reagdes quimicas induzidas pelo
calor (BOZA e HORII,1988), como a formacgdo de acroleina (NYKANEN et al.
1991) e outros compostos aromaticos heterociclicos provenientes da reacao de
Maillard, como os furanos (furfural, etc.), pirazinas e piridinas (LEAUTE et al.,
1990; JANZANTTI et al. 2004). Além disso, a destilagdo provoca a extragao de
certos ésteres de cadeia longa retidos nas células das leveduras ao final da
fermentagéo, transferindo-os aos destilados (NYKANEN et al., 1991).

Coexistem na producdo de cachaca dois sistemas bem diferenciados:
“‘continuo” e “por bateladas”. No sistema continuo tradicional emprega-se uma
coluna de destilacéo, alimentada pelo “vinho” de forma ininterrupta. No sistema
“por bateladas”, tipico dos alambiques, todo o volume do “vinho” a ser destilado
é transferido para a panela antes de ser iniciada a destilagdo (MAIA et al.,
2000).

Os distintos sistemas de destilagao séo, frequentemente, utilizados para
diferenciar o tipo de cachaga e sua forma de produgdo. Assim, a cachaga
industrial seria aquela produzida a partir de colunas de destilacdo, de qualquer

porte, por processo continuo, e a cachaca de alambique a elaborada em
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alambiques em cobre, com volume limitado. Dentre as praticas néao
“‘enquadradas” nesse ultimo processo, podem ser citadas a queima da cana-de-
acucar e a utilizagcdo de coadjuvantes quimicos na fermentacdo (AMPAQ,
2006).

O alambique simples emprega apenas uma panela, geralmente em cobre
ou ago inox, onde o mosto fermentado é aquecido até ebulicdo do seu
destilado. Esse equipamento, também denominado aparelho de destilacao,
comporta inumeras variagdes quanto as caracteristicas geométricas externas e
retificadoras internas (existéncia de pratos, borbulhadores, etc.) da coluna, da
alonga e do sistema de resfriamento (PINTO, 1986; MAIA, 2000). O destilado
apresenta elevada graduag&o alcodlica (65 a 70) % em volume no inicio da
operagao, sendo recomendada a separagao de (5 a 10) % do volume tedrico
total da aguardente a ser obtida pela destilagao inicial. Esta € conhecida como
destilado de cabeca, rica em aldeidos, acetato de etila, acidos graxos, caprato e
caprilato de etila (LEAUTE et al. 1990; ; MAIA et al. 2000; MUTTON e
MUTTON, 2002), e outros compostos volateis que tenham maior afinidade pelo
etanol do que a agua, fator de maior relevancia que as temperaturas de
ebulicdo individuais (MAIA et al. 2000). Depois, separa-se a fragdo conhecida
como destilado de coragdo, contendo menor propor¢do dos componentes da
cabeca, como os ésteres, aldeidos, alcodis superiores, além do lactato de etila
e da fragdo dos acidos volateis de cadeia longa e demais produtos secundarios
indesejaveis em concentragdes mais elevadas que as preconizadas, formados
na fermentacdo ou dentro do préprio alambique (LEAUTE et al. 1990;
JANZANTTI et al. 2004; MUTTON e MUTTON, 2005). O “coragao” representa
cerca de 80 % do volume do destilado. Por apresentar menor quantidade de
substancias indesejaveis, constitui-se na sua melhor fragao.

Na pratica, costuma-se controlar a graduagdo em torno de (45 a 50) %
vol na caixa de recepgao, quando entdo se a coleta é interropmpida. Por ultimo,
sdo retirados os componentes com ponto de ebulicdo mais alto e maior
afinidade pela agua. Esta fragdo (cauda) possui altos teores de furfural e de

outros menos desejados como o acido acético e a fragcdo mais “pesada” dos
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alcoois superiores, conhecida como “bleo fusel” (NYKANEN et al.
1991MUTTON e MUTTON, 2005,). A “cauda”, também denominada de “agua-
fraca”, corresponde a 10 % do volume total do destilado, sendo coletada desde
a graduacéo alcodlica de 38 % vol até, aproximadamente, 10 % vol.

O aquecimento da caldeira (ou panela) de destilacdo pode ser realizado
de modo direto ou a vapor. Esta operagao devera ser lenta e gradual, pois o
aquecimento brusco do caldo fermentado podera fazer com que o aparelho
“vomite”, ou seja transborde.

O carbamato de etila € um dos compostos nocivos a saude produzido em
baixos niveis (ng/L a mg/L) em bebidas destiladas como a cachaga.

Para o Brasil, o maior produtor mundial de cachacga, € muito importante
conhecer os niveis de carbamato de etila presentes, ndo somente por ser um
problema de saude publica, quando encontrado em concentragdes superiores a
150 pg-L'1, mas também por representar uma barreira a exportacdo da cachaca
para a Europa e América do Norte (LIMA-NETO et al., 2003), devido a
legislacdo daqueles paises.

Portanto o objetivo deste trabalho € quantificar o teor de carbamato de
etila nas etapas de produgcdao da cachaca (fermentagdo, destilagdo) e em
cachacas comercializadas; Identificar os pontos de producao do CE; Definir os
possiveis precursores do carbamato de etila durante o processo de producao

da cachaca.

14



2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma fabrica de cachaga, no municipio
de Cajuri, Minas Gerais, Brasil. Durante o processo, 600 litros de caldo de cana
de agucar (16° Brix) foram adicionados a 200 litros de fermento; conhecido por
pé de cuba e obtido pela fermentacédo previa do caldo de cana-de-acgucar. A
fermentacéao foi conduzida sem nenhuma adicao de nutrientes ao caldo de cana
a 28° C em dorna de inox. Apds 24 horas, os 600 litros do fermentado
(chamando de vinho) foi destilado em alambique de cobre utilizando o proprio
bagaco de cana como fonte de energia para o aquecimento. Foram adquiridas
82 amostras de cachagas dos mercados do municipio de Vigosa, todas elas
permitidas pelo MAPA.

2.1. Preparo das amostras para cromatografia
2.1.1 Coleta das amostras na fermentagao

A amostras foram coletadas durante as 24 horas de fermentacdo em
intervalos de 6 horas e imediatamente congeladas.

Em laboratério as amostras foram centrifugadas a 5000 x g para retirada
de células e impurezas. Depois filtradas em filtros Millipore® 0,22 pym e

armazenadas a - 4 °C para analises cromatograficas.
2.1.2 Coleta das amostras na destilagao

Durante o processo de destilagcdo amostras foram coletadas das fragdes
cabeca, coragao e cauda. Sendo os volumes acumulados 4 e 8 L (cabecga), 10,
28, 48, 68, 88, 108, 128 L, (coragdo) e 133, 138, 143, 148 L (cauda). As
amostras filtradas (filtros Millipore® 0,22 ym) e armazenadas a - 4 °C para as

analises cromatograficas.
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2.2. Quantificagao de carbamato de etila

Utilizou-se cromatégrafo Shimadzu GC 17-A, com detector de massas
Shimadzu QP-5050A tendo como fonte de ionizagdo o impacto eletrédnico com
70 eV. Foi utilizada coluna cromatografica capilar de fase polar
(polietilenoglicol), DB-WAX (60 m x 0,25 mm x 0,50 um). As temperaturas do
injetor e da interface do detector foram ambas de 220 °C. Empregou-se a
seguinte programacao de temperatura para o forno: inicio com 90 °C (2 min),
elevacdo a 150 °C a uma taxa de 10 °C-min”, seguido de um aquecimento para
230 °C a uma taxa de 40 °C-min”' permanecendo por 10 min. O volume injetado
foi de 2,0 UL “splitless”. Gas de arraste hélio (5.0) com fluxo de 1,5 mL-min™.
Modo de aquisi¢cao SIM, monitorando os ions de m/z 62, 74 e 89.

A quantificacdo foi realizada através da comparacdo dos resultados
cromatograficos das amostras com uma curva analitica obtida a partir de uma
solucéo estoque de carbamato de etila da New Quimica® 99 % 2,0 mg-mL" em
etanol:agua (40:60 v/v). Diluigdes foram realizadas abrangendo a faixa de
concentragdo de 0,005 — 1,0 mg-L™" (y = 229,9x -5399, R?= 0,9987).

2.3. Determinagao do Teor alcodlico

O picndmetro foi previamente lavado com agua e depois com alcool;
posteriormente colocado em uma estufa e pesado. Depois de preenchido com
agua, o picnémetro foi pesado a 20 °C. O procedimento de lavagem foi repetido
e feita a secagem em estufa Apds resfriamento, o picnémetro foi preenchido
com amostra até o seu transbordamento e pesado a 20 °C.

Foi realizado o seguinte calculo de densidade a 20 °C. D= (Pam — Pp)/
(PH20-Pp), em que Pp = peso do picndmetro vazio, Pam = peso do picndmetro
com amostra e PH,0 = peso do picndmetro com agua.

Os valores obtidos foram comparados com uma tabela (densidade x
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grau alcodlico) e foram determinados os teores alcodlicos em GL das amostras
(A.O.A.C, 1995).

2.3.Determinacgao do teor de cobre nas cachagas

O teor de cobre foi analisado por digestdo nitro-perclérica, seguido de
diluigdo em agua milli-Q e analisado por espectrometria de plasma com medida
quantitativa de emissdo Optica com plasma indutivelmente acoplado em
espectrofotdmetro (Perkin Elmer 3300 DV), com 40 MHZ de frequéncia e rede
de difragcado dupla de 374 linhas /mm, sob as seguintes condi¢des de operagao:
Forca do gerador: 1300 W, Vazdo do gas plasma 15 L-min™", Pressdo do
nebulizador: 60 psi, Nebulizador: Conespray, Modo de integragéo: area de pico

com trés pontos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Concentracao de carbamato de etila durante as etapas de producao da
aguardente

3.1.1 Fermentacgao

Durante a fermentacdo do mosto do caldo de cana a formacédo de
carbamato de etila € crescente, tal como pode ser observado na Figua 02. A
concentracdo de CE no mosto fermentado alcanca niveis de até 159,9 x 10°
ug-L™ apds as 24 horas de fermentagao, sendo o valor médio das repeticdes de
122,08 x 10° pg-L™. (Figura 02).
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Figura 02: Concentracdo (ug:L™") de CE durante a fermentagéo mosto do caldo
de cana-de-agucar no processo de produgcdo de cachaga
(mRepeticdo 1, A Repeticao 2, = Repeticédo 3)
Pode se observar na Figura 02 que até as 18 horas de fermentagao os
niveis de CE no mosto fermentado s30 em média de 38,4 x 10° pg-L™". Porém

apo6s as 18h de fermentacao ocorre um aumento consideravel.

18



Nota se um comportamento quase que exponencial da concentracao
média de CE sugerindo mais de um mecanismo de formag¢ao durante o etapa
de fermentacdo. As vias de formacao podem variar em fungcédo da composicéo
do material a ser fermentado e de possiveis precursores presentes no mosto
em fermentagdo. A cana de agucar (Saccharum ssp.), matéria prima para a
producdo da cachaca, € classificada como uma planta cianogénica. Esses
compostos cianogénicos podem servir de precursores para a formagao do
carbamato de etila, porém a fonte de cianeto ainda ndo € conhecida (BEATTIE
& POLYBLANK, 1995).

Trés vias sao propostas para formacédo do carbamato de etila durante a
fermentacdo do suco de uva. A primeira envolve compostos que possuem
cianeto (CN) em sua composicdo, sofrem oxidacdo e formam o cianato que
pode reagir com alcool e formar o carbamato de etila (GUERAIN & LEBLOND,
1992). A segunda via é baseada na auto oxidagao sob influéncia da luz UV em
compostos insaturados presentes nas bebidas alcodlicas, a qual produz radicais
livres que catalisam a oxidagdo dos compostos a cianeto (GUERAIN &
LEBLOND, 1992). Os fatores que influenciam a formagdo do carbamato de
etila a partir do cianeto sdo o pH, luz, teor alcodlico, temperatura e
concentracao de cobre (BATTAGLIA et al.,1990; RIFFIKIN et al., 1989). A
reacao de proteinas com etanol catalisada por cobre €& proposta como
alternativa para formagéo de CE, em vez da via cianeto, em bebidas destiladas
(RIFFIKIN et al., 1989). A terceira via € a simples reagao da ureia proveniente
do metabolismo das leveduras com a molécula de alcool, tendo o cobre como

catalisador.
3.1.2. Destilagao

Apos a a fermentagao o mosto foi submetido a operagcédo de destilagéo.
Na primeira fragao coletada a cabega (8L) a concentragcdo de CE foi de 59,7 x
10° pg-L'1, confirmando que a cabeca nao é apropriada para o0 consumo e nem

para uso em destilagdes posteriores (uma pratica costumeira de produtores da
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cachaca artesanal). Os resultados mostram a importdncia de uma boa
separagdo das fragdes cabega e coragdao. Em alambiques de fogo direto
(alimentagao direta) a temperatura de destilagdo fica em torno de 100 °C e o
vapor alcodlico existente a menos de 90 °C, temperaturas bem abaixo do ponto
de ebulicdo do carbamato de etila, que é de 186 °C (NEVES et al., 2007).
Apesar das condigbes de temperatura, o CE é arrastado durante a etapa de
destilacdo. O CE presente na cabeca pode ser devido a interacbes moleculares
entre o etanol e os compostos quimicos presentes como aldeidos, alcoois
superiores, ésteres, furfural, terpenos, lactonas, furanos, pirazinas e acidos
organicos, dentre outros.

Em contrapartida, a cauda apresentou valores bem menores do que a
cabecga quanto a concentragao de carbamato de etila (1,57 x 10° pg-L'1) porém,
em niveis bem acima dos estabelecidos pela legislagao brasileira e legislagéo
internacional para bebidas destiladas.

A Figura 03 apresenta o comportamento do nivel de carbamato nas
fragcdes coracdo e cauda. Pode se verificar que em determinados pontos da
fracdo coracdo o nivel de CE é superior a 150 pg:L™", mas a concentragao final
estd abaixo do limite estabelecido (Figura 04). Essa oscilagdo pode ser
explicada pelo sistema de aquecimento do alambique, queima do bagaco, o
qual ndo promove uma taxa constante de transferéncia de calor. A taxa de
transferéncia depende da frequéncia de alimentacdo do bagaco de cana na

fornalha.
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Figura 03: Concentracado de carbamato de etila durante a etapa de destilagao
(volumes acumulados) coragcdo e cauda. (mRepeticdo 1,
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Figura 04: Grafico em barras da concentracéo (ug-L™") de carbamato de etila

na fracado coracao(mRepeticdo 1, = Repeticédo 2, m Repeticao 3).

Por fim, foi analisado o teor de carbamato para o residuo contido no
alambique de cobre, vinhoto, que foi de 53070 pg-L‘1. Era de se esperar uma

alta concentracdo de CE no vinhoto devido ao alto ponto de ebulicdo do
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carbamato de etila e por apenas parte desse composto ser arrastado durante a
destilacao.

Quanto ao teor alcodlico, podemos observar na figura 05 que as
amostras analisadas possuem uma regularidade nas repetigdes; na porcao da
cabeca (até 8 L) o teor era de aproximadamente 65 % (v/v), na fragdo coracgao
(dos 10 L até 128 L) esse valor caiu para 35 % e finalmente na cauda (133 a
148 L) o teor alcodlico estava abaixo de 20 % quando a destilagao foi finalizada.
Apés a mistura das fragdes do coragéao, o produto final (Cachaga), apresentou o

teor alcodlico proximo a 44 % (v/v), em acordo com a legislacéo brasileira.
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Figura 05: Teor alcodlico (%) das fragbes do destilado; cabega, coracdo e
cauda. (mRepeticdo 1, A Repeticdo 2 e = Repeticédo 3)

A tabela 02 apresenta os resultados das analises de cobre (Cu®™) nas
fracbes (cabeca, coracdo e cauda). A legislacao brasileira exige que o teor de
cobre seja inferior a 5,0 mg.L'1, e pode ser observado que a fragdo coragao

estd de acordo com a legislagdo. A cabeca possui altos niveis de cobre,
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indicando que dever ser feita a separacdo correta das fracbes durante o

processo de destilagdo para garantir a qualidade da cachaga.

Tabela 02: Teor de cobre (mg:L™) nas fracdes do destilado e do caldo de cana

Concentracdo de Cobre (mg-L™")

Amostras
1* 2" 3*
Caldo de cana 0,049 0,058 0,055
Cabeca 8,680 8,850 8,750
Coragao 2,970 3,330 3,110
Cauda 5,280 5,150 5,116

* repeticdes

Os efeitos toxicos das altas concentragdes de cobre sdo investigados,
assim como a determinagao desse elemento em bebidas destiladas, devido a
sua capacidade de causar danos a saude (GOYER & CHERIAN, 2007). Os
produtores consideram que a destilacdo em alambiques de cobre é necessaria
para garantir a boa qualidade sensorial do produto, devido o efeito catalitico na
formagao do aroma (NEVES et al., 2007). A troca de cobre por ago inoxidavel
nos reatores, para eliminacdo da contaminagao por cobre, se mostrou eficiente,
porém houve perda na qualidade sensorial do produto (FARIA et al., 1989;
FARIA et al.,1993; FARIA, et al., 2004). Muitos estudos demonstram a perda da
qualidade da cachaga em auséncia de cobre devido a presenca de compostos
sulfurados (FARIA et al.,, 1998). Um estudo comparativo dos volateis das
amostras destiladas na presenga e auséncia de cobre revelou algumas
diferencas, mas os compostos presentes nado possuiam relacdo sobre a
qualidade sensorial da cachaga (FARIA et al., 2004). Faria et al. (2003)
relataram que o cobre, quando presente no processo de destilacdo, reduz os
niveis de dimetilsulfeto (DMS), o maior responsavel pela perda da qualidade
sensorial da cachaca. Entretanto sabe se que o cobre funciona como

catalisador da formac&o do carbamato de etila em produtos destilados
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Possuindo todos esses dados, podemos extrapolar algumas hipoteses
sobre a quantidade de carbamato presente nas fragdes do destilado. A cabeca
possui maior concentragdo de CE (59.727 pg-L™") devido & maior presenca de
cobre (8,80 mg:.L™"), atuando como catalisador da reagdo e maior presenca de
alcool (65 %), envolvido na reagdo com ureia. Na fragdo coragéo, o teor de CE
é inferior a 150 pg-L™ o que pode estar relacionado ao baixo teor de cobre (3,10
mgL") e a graduagdo alcodlica em torno de 44 %. Na fragdo cauda, a
concentracao de carbamato de etila volta a ser maior que o limite estabelecido,
1.570 pg-L'1, e o teor de cobre volta a ser maior que o permitido 5,1 mg-L'1, mas
apresentam um teor alcodlico de 35 %. Podemos concluir que quanto maior a
concentracao alcodlica e de cobre maior a concentracao final de carbamato de
etila. Portanto o cobre pode estar envolvido em uma reacgao de formacao do CE

que nao depende da concentracdo de etanol.

3.2. Anadlise de carbamato ems cachagas de mercado

O valor médio de carbamato de etila encontrado nas 82 amostras de
cachaca analisadas foi de 1.206 pg-L‘1 variando de 5 a 12376 pg-L'1. Apenas
22,7 % das amostras analisadas apresentaram teores abaixo de 150 pg-L”",
valor considerado internacionalmente aceitavel (Figura 06). Sendo 10,2 %

acima de 1000 pg-L™".
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Figura 06: Distribuicdo das 82 amostras de cachagas em faixas de

concentragdo (ug-L™") de carbamato de etila

Andrade-Sobrinho e colaboradores ao avaliarem carbamato de etila em
188 amostras de bebidas alcodlicas, sendo 126 cachagas (63 da regido
sudeste, 39 da nordeste, 22 da sul e 2 da centro-oeste), 37 tiquiras, 6 grapas (1
brasileira e 5 italianas) e 19 de uisque importados (6 americanos e 13
escoceses), verificaram que 21% das amostras analisadas apresentaram teores
abaixo do permitido pela legislagao internacional. Este resultado é semelhante
ao encontrado nesta pesquisa, que foi de 22, 72 % de amostras aceitaveis para
padrdes internacionais.

Barcelos et al. (2007) avaliaram carbamato de etila em cachagas de
diferentes marcas comercializadas nas diferentes regides de Minas Gerais. Os
autores observaram que as cachagas da regido do Vale do Jequitinhonha
apresentaram teores acima daqueles permitidos pela legislagcdo e relacionou
esta ocorréncia com fatores como a ma fermentagcdo do mosto ou ainda devido
ao uso de destiladores. Ao verificar o perfil de 66 cachagas de alambique e 9
aguardentes de cana industrial em relagdo ao teor de carbamato de etila, foi
observado que houve uma variagcao entre 20 a 948 pg.L'1, onde somente 13,5

% destas bebidas apresentaram teores dentro do permitido pela legislacao.
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Os resultados encontrados reforcam a necessidade de avaliacdo e
quantificagao dos niveis de carbamato de etila durante as etapas do processo
de produgéo, visando melhorar o conhecimento dos fatores responsaveis pela

formagao do carbamato de etila bebidas destiladas, como cachaca.
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4. CONCLUSAO

Por ser o carbamato de etila uma substancia de potencial carcinogénico,
os resultados encontrados durante o processo de produgdo de cachacga e das
amostras comerciais analisadas disponiveis no mercado, indicam a
necessidade de alteragdes no processo de fabricagdo de cachacga, visando
eliminar este problema de saude publica, bem como, para o enquadramento do
produto nos padrdes internacionais de comercializagao e consumo.

Portanto, merece estudos mais aprofundados durante os processos de
fermentacéo do caldo de cana e destilagdo do vinho, e estocagem do destilado
a fim de relacionar os possiveis precursores do carbamato de etila. Por
exemplo, no processo de fermentagcdo correlacionar com os niveis de ureia e
arginina, na destilagdo correlacdo com teores de cobre, compostos
cianogénicos. Durante a estocagem correlacionar algum tipo de interagdo do

produto com a luz UV.
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CAPITULO 2

FORMAGAO DO CARBAMATO DE ETILA DURANTE A FERMENTAGAO E
SEUS PRINCIPAIS PRECURSORES

RESUMO

Existem varias formas de producdo de carbamato de etila durante a producao
da cachaga. A principal via de formacgao ocorre através da reagdo da ureia com
o etanol durante a fermentacdo. O aminoacido, arginina, presente na cana de
agucar é degradado a ureia e ornitina pela enzima arginase através do ciclo da
uréia. Certa quantidade da ureia é metabolizada pela prépria levedura, o
excesso € liberado para o meio de fermentagéo. Alguns fatores podem agravar
esse quadro, como a adicdo de farelo de milho ou fuba para aumentar a
eficiéncia da fermentagdo. Uma via secundaria seria via anion cianeto (CN).
Existem mais de 2600 espécies de plantas que produzem cianoglicosideos,
compostos capazes de liberar acido cianidrico ao meio. Durante a fermentacéo
algumas enzimas provenientes da cana promovem essa hidrélise
desencadeando uma série de reagdes onde o cianeto ira proporcionar a
formacao do carbamato de etila. Portanto neste capitulo foram apresentados os
dados de o teor de ureia e compostos cianoglicosidicos durante a fermentagao
(ensaio com 400 mL de caldo de cana e 100 mL de fermento) e a possivel
relacdo na formacdo de CE, efetuando uma fermentagcdo normal que
apresentou teor de carbamato ao final de 24 horas de 130,19 mg.L™". Também
foram adicionados ureia e arginina em duas concentragdes ao caldo durante a
fermentacdo e os resultados foram de 200,90 mg.L™ de CE no caldo fortificado
de ureia 1 (CFU 1) (4mM) e 251,61 mg.L ™" de CE no caldo fortificado de ureia 2
(CFU 2) (6mM) . Para adicao de arginina com 2 mM (CFA 1) e 4mM (CFA 2) a
concentragao final de carbamato de etila foi de 149,45 mg.L™" e 169,72 mg.L™",

respectivamente.
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1. INTRODUCAO

1.1. UREIA, ARGININA e ETANOL.

Existem muitas vias de formacao natural do carbamato de etila, sendo a
mais comum a sua produgdo em meio acido pela reacéo da ureia com etanol
(DELLEDONNE, 2001; WAN, 2007).

NH>,CONH, + CoHsOH — CoH5sOCONH»

A ureia é encontrada em varios alimentos fermentados como iogurte,
queijos, pao, em bebidas alcodlicas e nao-alcodlicas (FRANCIS et al., 2002). A
ureia esta presente em alguns alimentos em algumas centenas de miligramas
por litro ou pode ser formada através do metabolismo da arginina durante a
fermentacdo, mas em uma cinética de formacao lenta a temperatura ambiente
(MATSUDO et al., 1993; ARESTA et al., 2001). A arginina é degradada a ureia
e ornitina pela enzima arginase (EC 3.5.3.1) através do ciclo da ureia (Figura
01). Certa quantidade da ureia € metabolizada pela propria levedura. Mas caso
a arginina esteja em excesso, ocorre a liberagdo de ureia para o meio de
fermentacdo (UTHURRY et al., 2006).
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MITOCONDRIA

CITOSOL

Figura 01: Metabolismo da Arginina. Produgao da ureia a partir do esqueleto da
arginina como pode ser observado pelo carbono (em azul) e os
nitrogénios (verde e vermelho). Fonte: VOET & VOET, 2000.

Outra maneira de degradagao da arginina foi proposta por Cassiano-
Collon (1988) que pode ser realizada pela via da arginina deaminase (ADI).
Durante a via, a arginina é convertida a ornitina, CO, e NHj3, envolvendo trés
reacoes enzimaticas. As reagdes da via da arginina deaminase (ADI), sao
conduzidas pelas enzimas arginina deaminase (equagdo 1), ornitina

transcarbamilase (eq. 2) e carbamato kinase (eq. 3)

Arginina+H,O — Citrulina + NH3 (1)
Citrulina+ Pi  —— Ornitina + Carbamoil-P (2)
Carbamoil-P + ADP ——— > ATP + NH3 + CO; (3)
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Observa-se que os intermediarios formados pela via da arginase
deaminase s&o: citrulina, ornitina e carbamoil-P e todos estdo presentes no
clico da ureia. Portanto a formacao da ureia também esta correlacionada com a
ADI.

Além dos precursores naturais, alguns parametros como temperatura e
teor de alcool na fermentagdo sdo decisivos para a formacdo do composto
cancerigeno, carbamato de etila.

Nota-se que todos os trabalhos existentes até o momento estao
relacionados a fermentagado para obtencédo de vinhos ou wiskhy. Para cachacga
nao existe nenhum trabalho que correlacione os parametros temperatura,
concentracao de ureia e arginina na formagao de carbamato de etila ao final do
processo. E necessario um estudo com carbono marcado durante a
fermentacdo do caldo de cana para poder afirmar se a arginina € um dos
principais precursores da ureia, e se a propria ureia reage com etanol para
formacao de carbamato de etila ao final do processo.

Apés esses estudos, podemos adotar esses parametros (concentragéo
de arginina e ureia, temperatura da fermentacao e teor de alcool) como pontos

para Analise de Perigos e Pontos Criticos e Controle (APPCC).

1.2. Compostos cianoglicosideos e formagao do carbamato

Outra via natural de formagao do carbamato de etila ocorre via anion
cianeto. Existem mais de 2600 espécies de plantas que produzem
cianoglicosideos ou cianogénicos ou glicocianogénicos (Figura 02). Séao
produzidos como protegdes para as plantas em decorréncia de algum estresse
climatico ou simplesmente fazem parte da composi¢cédo dos alimentos, como a
mandioca (Cooke, 1978).
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Figura 02: Exemplos de compostos cianoglicosideos. Possuem uma porgao

agucar e uma porgao com o grupamento CN (n&o-agucar)

A sua hidrélise enzimatica (3-glicosidase e Hidroxinitrilo liase) promove a
formacao de um agucar e um cianoidrina que rapidamente é transformado em
cetona ou aldeido e em acido cianidrico (HOSEL et al., 1981; MOLLER &
SEIGLER, 1999) (Figura 03).

CN T CN
[ B-Glicosidase - i
Glicosc-“(IZ—Cll:,. 50 » Glicose + I-IO—(IJ—CII3
CH, 2 CH,
Cianoidrina
Hidroxinitrilo
(EN Liase
HO—C—CH, —» HCN+ 0=C—CH,
CH, CH,
Acetona

Figura 03: Reagdes de formagdo de acido cianidrico a partir dos compostos

cianoglicosideos.

O mecanismo da produgao de CE a partir do cianeto em vinhos ja é bem
estudado (JONES et al. 1998; MOLLER & SEIGLER, 1999).
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Porém, para a cachacga, existem apenas sugestbes de formacgao de
carbamato de etila via cianeto durante o processo de destilagcdo. O nivel de
carbamato aumenta com o superaquecimento na destilagcdo associado a
matéria prima da fermentagdo rica em cianoglicosideos, como a amigdalina
(HESFORD & SCHNEIDER, 2001; SCHEHL et al., 2005).

As reacgdes propostas durante a destilagdo envolvem a oxidagado do
cianeto (CN") a cianato (NCQO") catalisada pelo cobre (Cu) presente na estrutura
do destilador, conforme o esquema de reagdes (ARESTA et al., 2001; BEATTIE
& POLYBLANK, 1995; MACKENZIE et al., 1990). Ao final do processo o ion
cianato reage com alcool em meio acido para formagédo do carbamato de etila.
A conversao direta do ion cianeto a cianato (eq. 4) em sistema aquoso e agua-
etanol é possivel, porém o processo € bem lento em pH baixo e sem catalisador
(ARESTA et al., 2001). A principal via de formagao do carbamato utiliza o cobre
como catalisador aumentando de forma exponencial a concentracdo de CE ao
final do processo de fermentagao (eq. 5 a 7) (FISCHER et al., 2002).

CN +20H ——» CNO + H,0 4)
2 Cu(ll) + 4CN' — 5 2Cu(CN), —» 2CuCN + C;N, (5)
CaNz+ 20H ——> NCO + CN + H,0 (6)
NCO + CoHsOH + H* — & C,HsOCONH, (7)

Varios estudos correlacionam a concentragdo de cianeto (CN) e a
formagdo de carbamato de etila (EFSA, 2007). No estudo realizado pela
Autoridade Européia de Seguranca de Alimentos em 260 diferentes bebidas
alcodlicas, exceto cachaga, a concentracdo de compostos glicocianogénicos
variou de 1 a 40 (mg-L™). A correlagdo positiva entre CE e CN foi encontrada
em 82% dessas amostras, ou seja 0 aumento na concentragdo dos compostos
(CN) ocorreu de forma exponencial a concentragcao do carbamato. Neste estudo
89,4% das amostras com teor de CE acima dos niveis aceitaveis pelos padroes

internacionais possuem um teor de compostos CN acima de 20 mg/L e 63% das
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amostras abaixo do limite estabelecido de carbamato de etila apresentaram teor
de compostos cianogénicos abaixo de 5 mg/L.

Balcereck et al. (2006) confirmaram a correlagao entre os niveis de HCN

e carbamato de etila. Os autores demonstraram que as condicbes da
fermentacéo e destilagao (temperatura, pH e concentracdo de Cu) sdo cruciais
para evitar as reagdes de oxidagao do cianeto e conversédo do cianato e etanol
a carbamato de etila.

Em solugdo, o complexo cianato-cobre (IlI) € formado e a orientagdo dos
anions cianato ocorre pelo atomo de nitrogénio. De tal forma que o carbono
tende a ser mais positivo, favorecendo um ataque nucleofilico ao etanol
promovendo a formagao de CE (eq. 8 e 9) (ARESTA et al., 2001).

Cu(CNO),. +H,0 ——— Cu(OOCNH,), (8)
CU(OOCNH,), + 2 Co;HsOH —— 5 2 C,HsOCONH, + Cu(OH), (9)

Aresta et al. (2001) observaram que o melhor catalisador para formagao
do carbamato de etila a partir das reagdes dos compostos glicocianogénicos,
entre os sais de cobre, € o acetato de cobre (CH3;COOCu).

Vale ressaltar que a primeira preocupagao € com os niveis de cianeto em
alimentos, podendo ocasionar sérios danos a saude a curto, médio e longo
prazo. Ndo desfazendo da possibilidade desses compostos serem o0s
precursores do carbamato de etila (CARDOSO et al., 2005).

Os produtores de alimentos utilizam da enzima rodanase, uma tiosulfato
sulfutransferase, para evitar a formagéo de compostos cianogénicos. A enzima
converte cianeto a tiocianeto em duas etapas conforme mostrado na Figura 04.
No primeiro passo o grupo tiol da cisteina reage com tiossulfato formando um
dissulfeto (etapa 01). Depois o dissulfeto reage com cianeto formando
tiossulfato regenerando o grupo tiol da cisteina (etapa 02) (SAIDU, 2004;
CIPOLLONE et al., 2006).
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Figura 04: Reac¢des promovidas pela enzima rodanase.

Esse conhecimento sobre o processo enzimatico poderia ser melhor
explorado pelos produtores de bebidas destiladas com a inten¢do de reduzir os
niveis de CN e com isso eliminar ou reduzir o teor de carbamato de etila no
produto final, cachaca.

As possiveis hipoteses de eliminacado ou reducdo do CE durante a fase
aquosa e hidroalcoolica seriam as seguintes;

e Eliminagdo quimica de compostos glicocianogénicos antes e
durante a etapa de destilagao;
e Mudancas no processo de destilacao;

e Eliminagao do cobre (Cu), pois é o catalisador da reagao.

Uma das maneiras encontradas por produtores de vinhos para
eliminagdo dos compostos cianogénicos no mosto, antes da destilagcéo, seria
pela formacdo de complexos insoluveis de sais de cianeto, como a prata
(SCHLIESSMANN, 2006). Em experimentos, esses sais foram capazes de
reduzir em até 90% a concentracdo de CN em meio alcodlico (LAUGEL &
BLINDER, 1993). Porém os autores relataram que existe uma controvérsia na
relacdo existente entre propriedades organolépticas e a eliminagao do
composto. Alguns relatam a perda de algumas caracteristicas do vinho apos a
eliminagéo dos cianoglicosideos (CHRISTOPH et al., 1998).

Os compostos precursores do carbamato, cianeto e cianato (CNO),

compostos cianogénicos, podem ser eliminados por duas simples
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modificagdes: Em primeiro lugar o condensador de cobre pode ser alterado
para um de ago inoxidavel, em segundo os precursores gasosos podem ser
fixados em resinas antes da coluna a fim de evitar a produgdo de CE
(GUERAIN & LEBLOND, 1993).

Algumas dessas medidas sao efetuadas no caso da produgdo de vinho,
onde a uva é a matéria prima. Para cachaga onde a matéria prima € a cana de
agucar nao existe estudos para redugao de niveis de compostos cianogénicos.

A cana de agucar € uma planta cianogénica, porém o0s compostos
cianoglicosideos ainda nao foram determinados como na mandioca (linamarina
e lotaustralina), magad (amigdalina e prunasina), uva (dhurrina e
epilotaustralina) e soja (dhurrina) que ja possuem os compostos identificados
(JONES, 1998).

Com isso o objetivo do estudo descrito nsse capitulo foi definir quais os
principais precursores da formacdo do carbamato de etila, através da

fortificagdo do caldo de cana com arginina e ureia.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, MG.

2.1. Conducgao da Fermentagao

No preparo do mosto foi utilizado o mosto de caldo de cana-de-agucar,
recém cortada, submetida a moagem, filtrado e diluido com agua destilada até
um teor de sélidos soluveis de 14 °Brix.

O caldo de cana normal apresentou concentragao de ureia de 2 mM e de
arginina de 1 mM antes da fermentagédo. A determinac&o de ureia e arginina foi
feita conforme item 2.2.1 e 2.2.3, respectivamente. A partir desses dados foi
efetuado o experimento com concentragdes maiores de ureia e arginina.

A fermentacao foi conduzida com 400 mL de caldo de cana de agucar e
100 mL de fermentagéo (previamente ativado), gerando a propor¢ao de 20 %
do total. A Temperatura foi controlada de 28 °C e aliquotas foram retiradas de 4
em 4 horas durante as 24 horas de fermentacdo. Os caldos foram fortificados
com duas concentracdes diferentes de ureia, CFU1 (4 mM ou 0,24 gL de
ureia) e CFU2 (6 mM ou 0,36 g-.L™" de ureia) e duas diferentes de arginina,
CFA1 (2 mM ou 0,62 g-L™" de arginina) e CFA2 (4 mM ou 1,24 g-L™" de arginina)
(Figura 05). Todos os dados foram comparados a uma fermentagdo sem adigao

de nutrientes denominada de caldo normal (CN).
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Figura 05: Esquema do experimento da fermentagcédo, com as 3 repeti¢des (1,
2, e 3). CN (Caldo normal). CFU 1 Caldo fortificado de 4 mM de
ureia, CFU 2 Caldo fortificado de 6 mM de ureia. CFA 1 Caldo
fortificado de 2 mM de arginina e CFA 2 Caldo fortificado de 4 mM

de arginina.

2.2. Coleta e preprao das amostras na fermentagao.

As aliquotas de 5 mL foram retiradas durante a fermentagcdo e
centrifugadas a 5000x g, depois filtradas em filtros de 0,22 uym. Apos esse
condicionamento as amostras foram congeladas para posterior quantificagéo de

ureia, arginina, cianeto e carbamato de etila.
2.2.1. Determinagao de ureia

A ureia foi determinada conforme o Kit para ensaio de ureia (Sigma
Aldrich). A identificacdo é baseada na reagdo da ureia com acido a-
cetoglutarato (KGA) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido

(NADPH) na presenga da L - glutamato desidrogenase (GDH) formando L -
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glutamato e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidado (NADP*) como

demonstrado na equagao 10.

GDH
KGA+NADPH+Uréla __________, NADP*+ L-glutamato + Hz0 (10)

A queda no valor de absorbancia a 340 nm é devido a oxidacdo do
NADPH, que é proporcional a concentracdo de ureia na solugdo. Os calculos

foram efetuados conforme a equagao 11.
Mg de ureia/ mL = [{(A) (VT) (F)}/ (VA)] x 0,00273 (11)

Onde A= absorvancia, VT= volume total do ensaio (mL), F= fator de

diluigdo e VA = volume da amostra (mL).
2.2.2 Determinagao de Cianeto

Das amostras filtradas foram retiradas aliquotas de 0,15 mL e
adicionadas 0,05 mL de solugdo de extrato da enzima -glicosidase e
incubados a 30 °C por 1h. Apds esse periodo foram adicionados 0,8 mL de
solugcdo A e a mistura deixada em repouso por 10 min. Apdés o tempo, foi
adicionado 1,5 mL de agua e fervido em banho maria por 12 minutos. Apos o
resfriamento, a leitura foi feita em espectrofotdmetro a 530 nm (Figura 6).

A solucéo A foi uma solugcdo de proporgao 1:1 (v/v) de acido picrico
saturado (1,4 g/ 100 mL) e de carbonato de sodio (5 g/ 100 mL).
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Figura 06: Procedimento para determinagéo de cianeto

Os resultados obtidos foram comparados com uma curva analitica

previamente preparada com solugao de cianeto de potassio (0 a 150 mg.mL'1)

2.2.3 Determinacao de Arginina

A quantificagdo dos aminoacidos do caldo de cana foi realizada através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de
fluorescéncia.

A solugao de derivatizagao foi preparada com 50 mg de o-phthaldialdeido
(OPA) dissolvido em 4,5 mL de metanol, 50 pL de 2 mercaptoetanol (2-ME) e
0,5 mL de tampao bromato de potassio 0,40M. Apds mistura, a solucéo foi
armazenada no escuro por 24 horas a 4 °C. (Gomis et al., 1990; Paramas et
al., 2006; Pripis-Nicolau et al., 2001). A cada 48 horas 10,0 yL de 2-ME foi
adicionado para manter a eficiéncia do reagente durante o prazo de validade de
3 meses (Gomis et al., 1990).

Amostras foram pré concentradas da seguinte maneira: aos 60 mL do

caldo de cana foi adicionado 0,50 mL de acido cloridrico 0,10 mol-L™" e apds 5
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minutos a solugao foi concentrada por evaporagdao em rotavapor até secagem
total. Em seguida foi adicionado mais 0,50 mL de &cido cloridrico 0,10 mol-L™" e
a solugao foi agitada. Apds agitacéo 1,0 mL de acido trifluoracético (TFA) 0,1%
em agua e etanol (70-30 v/v) foi adicionado a solugdo. ApoOs esses
procedimentos as amostras foram purificadas em colunas de extracdo em fase
solida (SEP PACK Cis da WATERS). Foi eluido com TFA 0,1% em agua
metanol (70:30 v/v). O primeiro 1,0 mL do eluato foi descartado e os 2,0 mL
subsequentes foram coletados. As amostras foram armazenadas em frasco
ambar a -10 °C para posterior analise.

O sistema CLAE consiste de duas bombas de alta pressdo (modelo LC-
10AD), com detector de fluorescéncia RF 10 AxL, interface SCL-10Avp e o
programa Class-VP Shimadzu verséo 6.12, para calculo das areas.

As condicbes cromatograficas foram fluxo de 1,0 mL-min™", coluna VP-
ODS ( C1s). Os solventes para eluigdo em gradiente foram metanol grau HPLC
(solvente A) e acetato de sédio 4,2 molL" pH 6,2 (solvente B). Os
comprimentos de onda para fluorescéncia foram 340 nm e 440 nm para
excitagdo e emissdo, respectivamente. O gradiente efetuado pode ser

observado na tabela 01.

Tabela 01: Gradiente de elui¢do da arginina no HPLC

Fluxo Tempo (min) % Solvente B
0 5
65 70
1mL-min” 70 90
75 90
85 5

2.2.4 Determinacgao de carbamato de etila

Utilizou-se cromatografo Shimadzu GC 17-A, com detector de massas

Shimadzu QP-5050A tendo como fonte de ionizagdo o impacto eletrébnico com
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70 eV. Foi utlizada coluna cromatografica capilar de fase polar
(polietilenoglicol), DB-WAX (60 m x 0,25 mm x 0,50 pm). Temperaturas do
injetor e da interface do detector ambas de 220 °C. Empregou-se a seguinte
programacéo de temperatura para o forno: temperatura inicial 90 °C (2 min),
elevada a 150 °C a uma taxa de 10 °C-min”", seguido de um aquecimento para
230 °C a uma taxa de 40 °C-min”' permanecendo por 10 min. Volume de
amostra injetado foi de 2,0 pL “splitless”. Gas de arraste hélio (5.0) com fluxo de
1,5 mL-min™". Modo de aquisigdo SIM, monitorando os ions de m/z 62, 74 e 89.
A quantificacdo foi realizada através da comparagcdo dos resultados
cromatograficos das amostras com uma curva analitica obtida a partir de uma
solugdo estoque de carbamato de etila (New Quimica® 99 %) 2,0 mg-mL™" em
etanol:agua (40:60 v/v). Diluigbes foram realizadas abrangendo a faixa de
concentragdo de 0,005 — 1,0 mg-L™" (y = 229,9x -5399, R?= 0,9987).

2.3. Analise estatistica dos resultados

Os ensaios experimentais da fermentacdo foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado, composto por 2 concentragdes de ureia
CUF1(4mMou0,24g.L")e CFU2 (6 mMou 0,36 g.L") ; 2 concentragdes de
arginina e comparados ao caldo normal com concentragdo de 2 mM de ureia e

1 mM de arginina. Todos realizados em 3 repeti¢des.

As analises estatisticas foram realizadas valendo-se do pacote estatistico

SAS®9.1 (Licenciado pela Universidade Federal de Vigosa).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Determinacgao Ureia, Cianeto, Arginina e Carbamato de etila.

Durante a fermentagdo houve um aumento da concentragcédo de ureia no
periodo de 8 a 20 horas seguido de uma queda nas ultimas 4 horas de
processo. Nota se que em todos os tratamentos CN, CFU 1, CFU 2, CFA 1 e
CFA 2 a quantidade final de ureia foi praticamente a mesma (Figura 07).

Vale ressaltar que os caldos que foram fortificados com ureia (CFU 1 e
CFU 2) apresentaram valores maiores no inicio da fermentacgéo, porém apéds 24

horas a média era de 4,3 mg.L™".
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Figura 07: Concentracdo média de ureia (mg-L")durante a fermentacdo. ——
Caldo normal, ™ CFU 1, CFU2, == CFA1e ~" CFA2

Polastro et al. (2001) e Battaglia et al. (1990) associaram positivamente
a presenga de ureia e a formagao de carbamato de etila em produto, porém

observaram que mesmo na auséncia da ureia ocorreu sua formacgao.
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Segundo Battaglia et al. (1990), a ureia, obtida da degradacédo da
arginina, é responsavel por 40 a 50 % do carbamato de etila formado durante a
fermentag&o do suco de uva “Chardonnay”.

Na determinacdo de compostos cianogénicos durante a fermentagao
pode se observar um comportamento semelhante dos caldos fortificados com
ureia (CFU 1 e CFU 2) com uma queda na concentragdao durante o periodo de
12 a 16 horas. Para os caldos fortificados com arginina essa redugao ocorreu
no intervalo de 16 a 20 horas. Sendo que o caldo normal apresentou uma
reducdo da sua concentracido a partir das 8 horas de fermentacdo. Porém ao
final do processo todos os caldos apresentaram concentracbes semelhantes
(Figura 08).
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Horas de fermentagdo

Figura 08: Concentragdo média de composto cianogénicos. =+ Caldo

normal, ™™ CFU 1, CFU2, == CFA1e ~" CFA2

Cianato e sua forma de isocianato tautomérica tém sido apontados como
intermediarios da formacgdo do carbamato de etila na reacdo de etanol com
ureia e cianeto (TAKY et al., 1992). No entanto, uma cinética de primeira ordem
foi relatada para a decomposicao de isocianato e cinética de ordem zero para a
formacao do carbamato de etila, indicando uma reacao intermediaria para a

conversao em cianato de carbamato de etila (BOULTON, 1992). Uma outra via
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é baseada na complexac&o de cianeto e Cu'" seguido da oxidagao a cianogénio,
com posterior desproporcionamento a cianato e cianeto (BEATTIE E
POLYBANK, 1995). Porém a analise feita para teor de cobre durante o
experimento relatou uma quantidade de 0,24 mg-L™". Certamente um teor muito
baixo para que possa ocorrer a formagao de CE pela complexagdo do cobre ao
cianeto.

Varios fatores ainda devem ser estudados para elucidar a reagao que
gera carbamato de etila a partir de precursores nitrogenados em aguardentes e
o papel dos inos metalicos (Cu e outros) (ARESTA, 2001).

Nao existe na literatura pesquisas que possam correlacionar a
concentracdo de ureia e arginina com a concentragdo de compostos
cianogénicos. Podemos sugerir que um maior aumento desses nutrientes pode
acarretar uma mudanga no metabolismo das leveduras proporcionando
alteragdes na forma de utilizagdo dos compostos cianogénicos.

Durante a fermentacdo dos tratamentos a concentracdo de arginina
apresentou comportamento semelhante, onde até as 12 horas se manteve
estavel e depois houve reducdo da concentracdo até o final do processo.
Apenas os caldos fortificados com arginina apresentaram valores iniciais
maiores, CFA 1 (38,48 mg-L™") e CFA 2 (59,76 mg-L™"). Os caldos CN, CFU 1 e
CFU 2 apresentaram em média valores de 19,4 mg.L", 20,16 mg-L™" e 20,85

mg-L™ respectivamente (Figura 09).
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Figura 09: Concentracdo (mg-L™") de arginina durante a fermentagdo. —+—

Caldo normal, ™ CFU 1, CFU2, == CFA1e ~" CFA2

Os valores de arginina durante a fermentagdo do caldo de cana estao
bem abaixo daqueles relatados por Kliewr (2001) que encontrou um valor
médio de arginina em uva cv. Cabernet Sauvignon de 209 mg-L™" e Daudt et al.
(1995), que encontraram 320 mg:-L™" de arginina para a cv. Cabernet Sauvignon
cultivada em Garibaldi, regidao diferente de Vigosa e onde normalmente o solo
tem maior teor de matéria organica que o solo de Santana do Livramento de
onde se originaram as uvas utilizadas neste trabalho.

O teor de carbamato de etila durante o processo de fermentacédo sofre
influéncia direta dos nutrientes adicionados ao caldo. O caldo normal
apresentou concentracdo média de CE apods as 24 horas de 130,19 mg-L'1. Os
caldos fortificados CFU 1, CFU 2, CFA 1 e CFA 2 apresentaram as
concentragdes de 200,90 mg-L™ ; 251,61 mg-L™; 149,45 mg-L™" e 169,22 mg.L™

respectivamente (Figura 10).
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Figura 10: Concentracdo carbamato de etila (mg:L™") durante a fermentacao.
—— Caldo normal, ~™ CFU 1, CFU 2, =™ CFA 1 e
" CFA2

Podemos observar que o caldo normal apresentou menor teor de
carbamato de etila e os caldos fortificados com ureia apresentaram as maiores
concentragdes ao final do processo. Isso pode ser explicado pelo metabolismo
da levedura onde a ureia em maiores concentracdes € excretada para o meio e
reage com etanol para formagao de CE. Os tratamentos fortificados com ureia
apresentaram diferenga significativa (p<0,01) quando comparados com o caldo
normal (Tabela 02 eTabela 03).

Tabela 02: Analise de variancia dos caldos fortificados com ureia.

Fonte GL SQ QM F P
Tratamento 2 222924 111465 1337,38 <0,0001
Residuo 6 50,01 8,33
Total 8 223424
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Tabela 03: Teor (mgL") de carbamato de etila ao final da fermentagdo
acrescentada de ureia (CFU1 e CFU 2)

Tratamentos Teor de CE (mg-L™)
CN 130,192
CFU 1 200,90°
CFU 2 251,61°¢

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra nao diferem entre si pelo teste Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.

Ao analisarmos a Tabela 04 concluimos que pelos menos um dos
tratamentos difere entre si (CN, CFA 1 e CFA 2). Os tratamentos fortificados
com arginina também apresentaram diferenga significativa (p<0,01) quando

comparados com o caldo normal (Tabela 05).

Tabela 04: Analise de variancia dos caldos fortificados com ureia.

Fonte GL SQ QM F P
Tratamento 2 2395 4 1197.,6 92 <0,0001
Residuo 6 78,1 13,0
Total 8 2473,2

Tabela 05: Teor (mg-L") de carbamato de etila ao final da fermentagao

acrescentada de arginina

Tratamentos Teor de CE (mg.L™)
CN 130,19°
CFA 1 142,90°
CFA 2 169,62°

Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao

nivel de 5 % de probabilidade

Nos tratamentos CFU 1 e CFU 2 a ureia adicionada ja esta presente no

caldo portanto depende da produgao de alcool para que ocorra a reagédo de
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formacdo do CE. Por isso somente a partir das 12 horas de fermentacéo
comeca a producdo de CE. Para os caldos fortificados com arginina a
concentracdo menor de carbamato € explicada, pois o aminoacido deve ser
metabolizado e s6 depois a ureia formada reage com alcool.

A presenca de carbamato de etila aumenta consideravelmente com o
aumento da temperatura durante o processo de fermentagcédo. Parametro que foi
controlado no experimento, portanto nao afetaria a formacdo de carbamato
durante os tratamentos. Para evitar essa contaminagao tivemos que conservar
a fermentagdo em temperaturas abaixo de 28 °C (STEVENS e OUGH, 1993).
Alguns trabalhos em vinhos relatam que durante a fermentacdo a mudanga de
temperatura na casa de 20 °C pode acarretar em uma mudanga na ordem de
11 vezes na formacgédo de carbamato de etila. Na temperatura de 40 °C , ao final
do processo de fermentacdo, a concentracdo de CE foi de 610 mg-L™”, se a
temperatura for mantida a 60 °C sobe para 1230 mg-L™" (MONTEIRO et al.,
1989).

Monteiro et al. (1989) investigaram a relacao entre ureia e carbamato de
etila pela utilizagdo de carbono marcado radioativamente. Os autores utilizaram
concentragdes diferentes de ureia ('*C) e observaram que existe uma relacéo
diretamente proporcional, isto é, quanto maior a concentragcdo de ureia na
fermentacéo do vinho maior a concentragao de carbamato ao final do processo.
Os mesmos autores também estudaram o metabolismo e a biossintese da
levedura Saccharomyces cerevisiae utilizando arginina (**C) e concluiram que o
carbamato de etila formado possuia atividade radioativa, o que indica a
formacao de ureia pela enzima arginase, e o composto reagindo com etanol
para formacéo do CE.

Ainda Monteiro et al. (1989) relataram que quanto maior a concentragéo
de alcool no mosto maior é a taxa de formacao da ureia, sendo solugdo com 20
% v/v de alcool a taxa fica em torno de 0,75 mg-h™ ja em solugdo com 10 %
essa taxa cai para 0,32 mg-h™.

Ao analisarmos os graficos do comportamento de ureia, arginina e

cianeto e correlacionarmos com o grafico de formagao de carbamato de etila ao
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longo da fermentagdo podemos afirmar que CFU 2 e CFU 1 possuem maior
teor de CE devido:

e uma presenca de maior quantidade da ureia do que CFA 1 e CFA
2 durante todo processo possibilitando uma reagdo com etanol
que esta sendo formando;
durante as 24 horas os compostos cianogénicos nos tratamentos
CFU 1 e CFU 2 sao metabolizados primeiro (em torno das 12

horas) enquanto os tratamentos CFA 1 e CFA 2 s6 depois das 18
horas que sdo metabolizados.
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4. CONCLUSAO

Podemos concluir que existe mais de um mecanismo de formagao do
carbamato de etila durante o processo de fermentagdo. O primeiro esta
relacionado com a concentragdo da ureia e sua reagdo com etanol para
formacédo de CE, que foi confirmado ao aumentar a concentragdo de ureia no
caldo e consequentemente promoveu uma maior formagao de carbamato. O
segundo mecanismo esta relacionado ao teor de compostos cianogénicos que
sofre oxidacao liberando o cianeto e com isso reagindo com etanol para
formagcédo de CE. Por fim um terceiro mecanismo estaria correlacionado a
concentracdo do aminoacido arginina, que por sua vez em pequena
concentracgao entraria no ciclo da ureia proporcionando uma maior formagao de
ureia e com isso maior formagéo do carbamato de etila.

A fermentacdo é a etapa que mais produz o carbamato de etila, em
teores de mg.L'1, bem acima do permitido pela legislagdo brasileira. Essa alta
concentracao ao final das 24 horas pode estar correlacionada a combinacéo

dessas 3 vias de formacao.
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CAPITULO 3

EFEITO DA COR DA EMBALAGEM, TEOR DE COBRE E GRAU
ALCOOLICO NA FORMAGAO DE CARBAMATO DE ETILA DURANTE A
ESTOCAGEM DA AGUARDENTE

RESUMO

Durante a estocagem de cachaga pode ocorrer a formagao de carbamato
de etila (CE). Essa via de formagédo do carbamato de etila esta vinculada a
reagdes induzidas pela luz envolvendo o cianeto de hidrogénio, um glicosideo
cianogénico, por acao da enzima [3-glicosidase e compostos dicarbonilicos. A
presenga de sais metalicos e luz sdo importantes parametros para a produgao
de CE, podendo haver também sinergismo entre ambos. Este trabalho tem
como obijetivo verificar se durante a estocagem das amostras de cachagas em
vidros de diferentes cores ocorre formacao do carbamato de etila e proporcionar
uma resposta a hipétese de inducédo da reacdo a luz ultravioleta. Apos 90 dias
de estocagem, verificou-se que o cobre é o catalisador da reagao, pois o0s
tratamentos sem cobre obtiveram uma média menor na concentracdo de
carbamato de etila ao final (62 pg:L™). Ja os tratamentos com 5,0 mg-.L™" e 10
mg-L™" de cobre tiveram em média 164 ug-L" e 228 ug-L™" de teor de CE
respectivamente. Também podemos afirmar que nas condicdes experimentais
quanto maior o teor alcodlico maior a concentracdo de carbamato formado. Os
teores foram de 40° GL, 45° GL e 50° GL e a média de CE foi de 115,98 pug-L™,
131,65 pg-L™" e 150,67 pg.L™", respectivamente. E por fim a interferéncia da luz,
especificamente a ultravioleta onde as garrafas ambar apresentaram em média
um teor de carbamato 91,32 pg-L™ abaixo dos valores encontrados nas garrafas
verdes 155,4 pug-L™", azuis 156,82 pg:L™" e transparentes 158,32 pg-L™" ao final
dos 90 dias de estocagem. Quanto ao teor de compostos cianogénicos o
destilado na auséncia de luz ultravioleta teve uma reducgédo de apenas 12,3 %,
13,8 % e 16,4 % sem cobre, cobre no limite (5,0 mg-L™") e cobre 2 vezes o limite
(10 mg-L'1) respectivamente. Porém na presencga da luz ultravioleta a reducéo
de compostos cianogénicos foi de 17,3 %, 20,0 % e 33,1 % sem cobre, cobre
no limite (5,0 mg-L™") e cobre 2 vezes o limite (10 mg-L™"), respectivamente.
Podemos entdo concluir que o processo de oxidacdo dos compostos
cianogénicos através da luz ultravioleta e a sua conversdo em carbamato de
etila pela reagdo com etanol existe. E que os fatores teor de cobre, luz
ultravioleta e graduacéao alcodlica nao sao independentes, possuem algum tipo
de interagao.
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1. INTRODUGAO

Atualmente os altos niveis de carbamato de etila (CE) encontrados em
bebidas destiladas (0,1 a 12 mg.L") leva a considerar as bebidas como a
principal fonte de ingestdo de CE (CARLEY et al., 2003) . Devido as altas
concentragdes podemos sugerir que nao existe uma unica via de formacao do
composto e sim um complexo de mecanismos que promovem a sua formacéao
em bebidas destiladas.

Outra hipétese seria que um terceiro mecanismo de formacéo ocorreria
durante a fase gasosa da destilagdo. Pode se supor que menor parte de CE
presente na fase liquida é vaporizado e encontrado em destilados devido ao
seu alto ponto de ebulicdo proximo de 184 °C (LURTON et al., 1993).
Entretanto, o carbamato de etila pode ser transportado como aerossol ao
condensador do alambique (BRUNO et al., 2007; CARLEY et al., 2003). Além
disso, estima-se que 80 % do CE formado ocorreria durante a etapa de
destilagao e, ou nas primeiras 48 horas pés destilagao (ARESTA et al., 2001;
RIFFIKIN et al., 1989; BRUNO et al, 2007; BOULTON 1993; FOX &
STACHOWIAK, 2007).

Alguns estudos relatam que em bebidas destiladas mais de 80 % do
carbamato é formado durante as 48 h apds a destilacdo (BERTRAND, 1993).
Os autores relatam que € necessaria a presenca de dois importantes
parametros para a producdo de CE; sais metalicos (de cobre ou ferro) e luz
(principalmente ultravioleta). Além disso, um sinergismo entre os sais e a luz
pode ser observado (GUERRIAN, 1993).

Segundo Mackenzie et al. (1990), a posterior formagao do carbamato de
etila em destilados foi, primeiramente, observada em licores de frutas e
atribuida a reagdes induzidas pela luz envolvendo o cianeto de hidrogénio,
derivado da degradacao da amigdalina, um glicosideo cianogénico, por agao da
enzima B-glicosidase e compostos dicarbonilicos, como o diacetil e o metil

glioxal ( Figura 01).
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Figura 01. Formacéo do cianeto, glicose e benzaldeido a partir da amigdalina
(Fonte: IPCS, 2004).

Contudo Riffkin et al. (1989), utilizando pequenos alambiques
experimentais, um deles totalmente em cobre, mostraram que a formacao do
carbamato de etila em recém-destilados s6 ocorria na presenca do cobre, numa
reacao tempo dependente, que se completa apds cerca de 48h. Em
temperaturas elevadas sua formacgao era independente do tempo.

O papel do cianeto como um importante precursor do carbamato de etila
foi também demonstrado através da adigdo de 10 ppm de cianeto a um Scotch
Whisky (40 % vol), em seguida armazenado por 8 semanas em laboratorio. Os
resultados mostraram que o cianeto adicionado foi, parcialmente, convertido a
carbamato de etila e ion aménio, com o prosseguimento da reagdo sob
influéncia da luz e calor. Foi, entdo, postulado que o cianeto era, primeiramente,
convertido a cianato, que entdo reagiria com agua para formar o ion amoénio, e
etanol para formar o carbamato de etila (AYLOTT et al., 1990).

As reagdes fotoquimicas envolvem a produgao do radical hidroxil (OH®)
pela auto oxidacdo dos compostos insaturados presente em destilados na

presenga de luz. Possui periodo de iniciagao (eq.1), seguido por periodo de
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propagacgao (eq.2) e finalmente a producéo do radical pela auto oxidagao (eq.3)
(GUERRIAN, 1993).

Esquema 01

-CH,CH=CH- + O, — ‘CHCH=CH- + HOO’ (1)
‘CHCH=CH + O —-('O0)CHCH=CH- (2)
-(OO)CHCH=CH- + -CH,CH=CH- — -("O)CHCH=CH- + 'OH (3)

Apos a formacdo do radical hidroxil ocorre sua interacdo com os
compostos glicocianogénicos que catalisa a reacdo de oxidagcdo do acido
cianidrico a cianato (eq. 4 a 7). Num primeiro momento ocorre a interagdo dos
radicais (peroxidos e hidroperéxidos) com o acido cianidrico (eq. 4 e 5). O
composto formado ‘C=N, reage com radical peréxido e forma o cianato (eq. 6),
e por fim a interacao final do cianato com etanol para formag¢ao do carbamato
de etila (eq. 8) (FOX & STACHOWIAK, 2007).

HC=N +'OH — , "C=N + Hy0 (4)
HC=N + ‘OOH —, "C=N + HOOH (5)
HOOH—» 2HO (6)
‘C=EN+'OH —» HOC=N <«— O=C=NH (7)
O=C=NH + EtOH—— EtCONH, (8)

O mecanismo fotoquimico também é catalisado por cobre ou sais de
cobre. E 0 mecanismo também n&o se limita apenas a fase pdés-destilagao,
existem autores que relatam esse mecanismo de formacédo de carbamato de
etila na fase gasosa da destilagao (PEDRAZA et al., 2008).

Aresta et al. (2001) reproduziram diferentes condigdes de oxigénio (Oy),
nitrogénio (N2) e gas carbbénico (CO;) para producado de CE a partir do acido
cianidrico na presenca de cobre (Cu*?). Os autores concluiram que a reacéo de
oxidagdo do acido nado possui relagdo com aumento do teor de oxigénio

dissolvido, portanto nao contribui para formacdo do carbamato. Confirmando
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que a equacao de oxidagcdo € como demonstrada na eq. 11, € ndo como

proposta na eq. 10.

C=N +2(OH) +2Cu*® —_, CNO + 2Cu™ + H,0 (9)
C=N +1%0; —» CNO (10)

Os autores concluiram que a presenca de cobre € necessaria para
conversdo de etanol e cianato a carbamato de etila. Foi verificada uma
correlagéo positiva, ou seja, quanto maior a concentragao de cobre maior o teor
de carbamato de etila na solugdo. Dependendo do tipo de sal, a taxa de
formagao aumenta em até quatro vezes. Sem catalisador o teor € de 83,0 £ 2,9
ppm, na presenca de CuCIN; é de 321 + 16 ppm, na presenca do catalisador o
Cu(OOCCHS3)20 teor é de 342 + 23 ppm.

Aresta et al. (2001) propuseram 2 vias para a equacgao final de reagao
com etanol para obtencédo de carbamato de etila. Na primeira, o isocianato sofre
ataque do etanol formando uma unidade carbamica (eq. 11) que por sua vez
reage com uma molécula de agua para formar o CE (eq. 12). Na segunda via,
ocorre ataque da agua e depois do etanol pelo isocianato gerando o carbamato
(eq. 13 e 14).

Cu(NCO), + EtOH —» (OCN)CuNHC(O)OEt (11)
(OCN)CUNHC(O))Et + H,0 ——» (OCN)CuOH +EtOCONH, (12)
Cu(NCO), + 2H,0 ——» Cu(OOCNH,) (13)
Cu(OOCNH,) + 2 EtOH ——» 2 EtOCONH, + Cu(OH), (14)

Na verdade o cobre proveniente de alambiques (sais de cobres) sao
encontrados em concentracdes acima de 10 mg-L"' em algumas bebidas
destiladas. Esses sais sdo os possiveis catalisadores da formacdo do
carbamato de etila pés-destilagdo. Portanto, para que a inibicdo da formacao de
CE seja realizada deve-se eliminar a presenga desses compostos que possuem

o cobre. Diferentes maneiras estdo sendo estudadas; a primeira € o uso de
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agentes quelantes insoluveis ou resinas trocadoras de cations. Existem poucos
estudos e patentes sobre a remoc¢ao de cobre em bebidas destiladas baseados
em agentes quelantes ou usando resinas quelantes (KOGYO, 2002;
SHUGUANG & GIBB, 2008). Esses métodos dependem de variaveis como pH,
tempo de contato com a resina, temperatura e tamanho da particula da resina.

Existem estudos para remogao dos precursores do CE, cianetos volateis,
nas bebidas destiladas durante o processo pelo uso de resina trocadora de
anions tanto em escala laboratorial e industrial (WUCHERPFENNING et al.,
1992; GUERRIAN e LEBLOND, 1993). Os autores observaram uma grande
reducdo de ions cianetos (<0,1 mg-L™") e surpreendentemente de ions cobre em
destilados de cereja (45° GL) ou destilados de ameixas (65° GL). Os cations de
cobre foram imobilizados nas resinas. Os autores também observaram uma
enorme reducgao do teor de carbamato de etila (abaixo de 140 ug-L™") associado
a eliminagcdo do cobre e cianetos volateis. Porém foi observado modificagdes
significativas nas propriedades organolépticas das bebidas como odor
desagradavel e ganho de “sabor de terra” as bebidas.

Recentemente, Neves et al. (2007) descreveram um eficiente método
para remogao de ions cobre em destilados alcodlicos (cachaga) sem mudancgas
significativas nas propriedades organolépticas. O método é baseado no
tratamento das bebidas com carbonato de calcio (CaCO3) ou carbonato de
magnésio (MgCOs) o qual se comporta como trocador catiénico (eq. 15 a 18).
Os autores observaram, em amostras recém destiladas que o nivel de cobre foi
menor que 0,01 mg/L para ambos carbonatos. Existe associado a esse

processo um aumento do pH devido a neutralizagdo dos acidos organicos.

CaCOj) < Ca* + CO32 (15)
Cu*?+ CO32 & CuCO; ) (16)
MgCOss) <> Mg*? + CO5? (17)
Cu*?+ CO3? & CuCOs3 (18)
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Foi observado que para amostras envelhecidas em barril de madeira o
processo € menos efetivo, a explicacdo estaria nos compostos aromaticos
responsaveis pelo sabor e aroma formado durante o envelhecimento. Pois o
cobre ndo estaria em uma forma acessivel para a reagdo com carbonato de
calcio ou magnésio. Porém a agitacdo do carbonato sdlido formado pode
promover a formacdo de compostos que afetam significativamente as
propriedades organolépticas da cachaga. Entretanto esse método de reducgao
do nivel de cobre ainda deve ser adaptado para escala industrial.

Portanto o objetivo desse capitulo foi confirmar e existéncia do
mecanismo fotoquimico em que existe a autooxidacdo dos compostos
cianogénicos tendo o cobre como catalisador durante a estocagem da cachaca.
Foram 90 dias de estocagem em 4 tipos de vidros (&mbar, azul, verde e

transparente).
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, MG. A cachaca obtida recém destilada com 61 °GL foi corrigida com

agua desmineralizada para obter a graduagao alcodlica de interesse.
2.1. Remogao de cobre da cachaga

O cobre foi retirado conforme metodologia de Neves et al. (2007), pela
adicao de carbonato de calcio (CaCOs3), o qual se comporta como trocador
catibnico, depois centrifugado a 5000x g e retirado o sobrenadante. A

concentragao final de cobre foi de 0,21 mg:-L™’

2.2. Efeito do teor de cobre, graduagao alcodlica e cores das embalagens

de vidro na formagao de carbamato de etila

O experimento foi montado da seguinte maneira; uma parcela contendo o
cobre no teor de 0,21 mgL™”, outra com 5,0 mgL’ (limite permitido pela
legislacdo) e outra com 10 mg-L" (2 vezes a concentracdo permitida pela
legislagdo). Para a graduacgao alcodlica utilizou os valores de 40, 45 e 50° GL.
Ja as garrafas (50 mL) utilizadas foram: transparente, verde, azul e ambar
conforme quadro 01. O tempo de estocagem foi de 90 dias.

Para obtengdo do teor de cobre de 5,0 mg-L™" e 10 mg-L™" uma solugao
de sulfato de cobre concentrada foi preparada e adicionado um volume
especifico para obter as respectivas concentragdes em 50 mL (volume das

garrafas).
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Quadro 01:

Croqui do experimento

[1cu™ 40° GL 45° GL 50° GL
Ambar Ambar Ambar
0,21 mg-L* Azul Azul Azul
de Cu™ Verde Verde Verde
Transparente Transparente Transparente
Ambar Ambar Ambar
5,00 mg-L* Azul Azul Azul
de Cu™* Verde Verde Verde
Transparente Transparente Transparente
Ambar Ambar Ambar
10,0 mg-L* Azul Azul Azul
de Cu™* Verde Verde Verde
Transparente Transparente Transparente

2.3 Efeito do teor de ureia e formagao de carbamato de etila no periodo de

estocagem em garrafas transparentes.

Para correlacionar a concentracido de ureia e formacdo de CE, foi
estabelecido um experimento com garrafas transparentes de 50 mL com intuito
de verificar se a variagao no teor de ureia pode ocasionar uma maior formacéao
do carbamato durante 90 dias. O experimento foi montado conforme o quadro

2. O teor de cobre nas amostras foi de 0,21 mg-L™".
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Quadro 02: Esquema do experimento

[] Ureia 40° GL 45° GL 50° GL

Ureia 1

2 mMm) | Transparente | || Transparente |

g]_rli:iﬂz) | Transparente | || Transparente | |[ Transparente |
Ureia 3 T T s |
(6 mM) ransparente ransparente ransparente

2.4. Quantificagao do carbamato de etila.

Utilizou-se cromatégrafo Shimadzu GC 17-A, com detector de massas
Shimadzu QP-5050A tendo como fonte de ionizagdo o impacto eletrébnico com
70 eV. Foi utlizada coluna cromatografica capilar de fase polar
(polietilenoglicol), DB-WAX (60 m x 0,25 mm x 0,50 pm). Temperaturas do
injetor e da interface do detector ambas de 220 °C. Empregou-se a seguinte
programacgao de temperatura para o forno: teve inicio com 90 °C (2 min),
elevada a 150 °C a uma taxa de 10 °C min™", seguido de um aquecimento para
230 °C a uma taxa de 40 °C min™ permanecendo por 10 min. Volume injetado
foi de 2,0 L “splitless”. Gas de arraste hélio (5.0) com fluxo de 1,5 mL-min.
Modo de aquisi¢gao SIM, monitorando os ions de m/z 62, 74 e 89.

A quantificacdo foi realizada através da comparagdo dos resultados
cromatograficos das amostras com uma curva analitica obtida a partir de uma
solugdo estoque de carbamato de etila (New Quimica®) 99 % 2,0 mg-mL™" em
etanol:agua (40:60 v/v). Diluigbes foram realizadas abrangendo a faixa de
concentragdo de 0,005 — 1,0 mg-L™". (y = 229,9x -5399, R?= 0,9987).

2.5. Analise estatistica dos resultados

Os ensaios experimentais da estocagem foram conduzidos segundo

esquema fatorial (3x4x3), disposto em delineamento inteiramente casualizado,
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composto por 3 concentragdes de cobre (0,21 mg-L™", 5,0 mg.L" e 10,0 mg-L"™")
e 4 tipos de vidros (ambar, azul, verde e transparente) e 3 concentragdes de
alcool em volume a 20 °C (40 °GL, 45 °GL e 50 °GL ) em 3 repeti¢cdes. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa computacional
MINITAB® 13.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do teor de ureia e formagao do carbamato de etila durante
estocagem

Apods 90 dias de estocagem, pode se observar que nao existe diferenca
da concentracdo de CE em funcao do teor alcéolico para um mesmo tratamento
de concentracao de uréia.

(Figura 02 e 03).

A B
G400 2500
z 5150 T 000
e R
é 5150 ,—P' '§ 500 Lm

o~
E0,00 =
ninD N 3 4D S0 AN FNORD A0

aamn |
0 0 20 30 40 50 e0 732 &80 92

Dias de estocagem

Dias de cstocagem

75,00
70,00
a5.00
GOo,00

Canc_ CE [pgfL)
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o 0 2 20 40 50 B3 VO 80 3D

Dz deestocazem

Figura 02: Graficos do teor (ug-L™") de carbamato de durante os 90 dias de
estocagem. A (grafico da Ureia 1) , B (grafico da Ureia 2) e C
(grafico da Ureia 3). ¢+ 40°GL , m45°GL e 50° GL.
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Figura 03: Graficos do teor (ug-L™") de carbamato de etila ao final dos os 90
dias de estocagem. m 40° GL, m45°GL e = 50° GL.

Ao analisarmos pela concentragcdo de ureia dentro do mesmo teor
alcodlico existe diferenga (p<0,05) quanto a formagao do carbamato de etila

como demostrado na figura 04 e tabela 01.
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Figura 04: Graficos do teor (ug-L™") de carbamato de etila durante os 90 dias de
estocagem. A (40° GL), B (45° GL) e C (50° GL). ¢ Ureia 1, m Ureia
2 e A Ureia 3.
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Tabela 01: Teor (ug:L™") médio de carbamato de etila em cachaca ao final dos

90 dias de estocagem

Tratamento  Teor CE (ug-L™")

Ureia 1 61,4 +2,31°
40° GL Ureia 2 64,3 + 1,63"
Ureia 3 71,2 +0,84°
Ureia 1 61,6 + 1,45°
45° GL Ureia 2 65,1+ 0,31°
Ureia 3 72,4 +1,83°
Ureia 1 62,0 + 0,472
50° GL Ureia 2 64,8 + 0,55°

Ureia 3 72,8 +1,28°

"Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade

Na auséncia de cobre e presenca de luz o teor alcodlico ndo possui
influéncia na formagao do carbamato de etila, enquanto a ureia possui efeito
significativo. Tendo uma maior formagao de CE para uma maior concentragéo
de ureia. Mas vale ressaltar que nenhum dos tratamentos extrapolou os limites
da legislacdo brasileira, 150 pg-L™". A ureia esta presente no destilado devido ao
seu baixo ponto de ebulicdo e com isso é transferida para a fracdo coracéo
durante a destilacao.

Estes resultados divergem dos encontrados na literatura (ARESTA et al.,
2001; MONTEIRO ET AL, 1990), uma vez que varios autores relatam que
quanto maior o teor alcodlico do destilado maior a concentracdo de carbamato

de etila no periodo de estocagem.
3.2. Efeito do teor de cobre, grau alcodlico e tipo de embalagem
Apods os 90 dias de estocagem, analisamos cada parametro em fungéo

dos outros fatores para concluir a sua contribuicdo na formag¢ao do carbamato

de etila (Tabela 02). Podemos observar que os parametros grau alcodlico, teor
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de cobre e luz ultravioleta sdo responsaveis pela formacdo do carbamato de
etila durante o periodo de estocagem.

Ao analisarmos a tabela 02 notamos que as interagbes duplas (
Embalagem X Cobre; Embalagem X Grau alcodlico e Cobre X Grau alcodlico)
sdo significativas (p<0,05). O mesmo acontece para a interagdo tripla

(Embalagem X Cobre X Grau alcodlico).

Tabela 02: Analise de variancia fatorial 4x3x3

Fonte GL SQ QM F P
Embalagem 3 458737 152912 5038,08 <0,001
Cobre 2 227058 113529, 37405,18 <0,001
Grau alcodlico 2 224200 11210,0 3693,42 <0,001
Embalagem X Cobre 6 177488 29581 974,63  <0,001
Embalagem X Grau alcodlico 6 1488,7 2481 81,75 <0,001
Cobre X Grau alcodlico 4 7592,7 1898,2 625,40  <0,001
Embalagem X Cobre X GL 12 1404,5 117,0 38,56 <0,001

Residuo 72 2185 3,0351
Total 107 323805

Assim para melhor visualizagdo fixou-se 2 paradmetros e variou um
terceiro aplicando teste de média. Assim através da tabela 03 observamos que
em um dado teor de cobre e dado grau alcodlico a garrafa ambar difere das

demais garrafas (azul, verde e transparente).
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Tabela 03: Concentracdo de carbamato de etila (ug:L"') em cachaca apés 90

dias de estocagem em fungao do tipo de embalagem.

Concentracdo média de Carbamato de etila (ug-L™"y

Embalagem 40° GL 45° GL 50° GL

0.21 Ambar 60,07 + 1,372 64,47 + 1,712 66,87 + 0,55
mg-i_'1 de Azul 68,36 + 1,32° 76,81 + 0,49° 83,53 +2,13°
ot Verde 66,47 + 0,34° 76,16 + 1,51° 86,02 + 1,28°
Transparente 67,70 + 0,20° 75,92 + 1,48° 86,05 + 1,01°
5.00 Ambar 84,42 + 0,64° 91,25 + 0,96° 109,25 + 2,51°
mgL de Azul 127,11 ¢ 0,99‘; 137,95 + 0,602 155,70 + 0,91‘;

ot Verde 127,42 + 0,86 137,24 + 2,25 156,60 + 2,21
Transparente 126,66 + 1,11° 138,58 + 0,90° 155,72 + 1,05°
Ambar 108,91 + 1,46° 120,58 + 2,42° 135,95 + 0,91°

oL de Azul 17562£1,21°  19380£1,34° 249,37 £14°
ot Verde 176,54 + 0,67° 193,15 + 2,23° 248,87 +2,3°
Transparente 177,94 + 1,01° 194,78 + 0,52° 248,78 + 3.9°

* Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade fixando cobre e grau alcodlico.

Todos os destilados contidos em garrafas ambar apresentaram teores

menores de carbamato de etila (figura 05). Os destilados em garrafas verdes,

transparente e azuis ndo apresentaram diferenga entre si (p>0,05).
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Figura 05: Teor de carbamato de etila apés 90 dias de estocagem. (A) sem
cobre, (B) cobre no limite (5,00 mg:-L™") e (C) cobre 2x (10,00 mg-L"
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Quando o parametro que varia é o grau alcodlico e tem fixado o tipo de
garrafa e o teor de cobre pode se verificar que quanto maior a graduagéo
alcodlica maior a formacdo do carbamato de etila apdés os 90 dias de

estocagem (Tabela 04).

Tabela 04: Concentracdo de carbamato de etila (ug:L") em cachaca apés 90
dias de estocagem em fungao da graduacgao alcodlica.

Teor médio de Carbamato de etila (ug-L™")’

Cu™ °GL Ambar Azul Verde Transparente

0.21 40 60,07 + 1,372 68,36 + 1,32° 66,47 + 0,342 67,70 + 0,20°

mgl’ 45 6447 1,71 76,81+0,49° 76,16 +1,51°  7592+1,48°
50 66,87 + 0,55° 83,53 +2,13° 86,02 + 1,28° 86,05+ 1,01°

5.00 40 84,42 +0,64° 127,11 +0,99° 127,42+0,86° 126,66 + 1,112

mé-L‘1 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°

10.0 40 108,91 +1,46% 17562+1,21° 176,54 +0,67° 177,94 + 1,012

mg-’l_'1 45 120,58 +2,42° 193,80 +1,34°  193,15+2,23° 194,78 + 0,52°
50  135,95+0,91° 249,37 +1,4° 248,87 +2,3° 248,78 + 3.9°

"Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra nao diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade fixando cobre e grau alcodlico

Variando o parametro teor de cobre e fixado o tipo de garrafa e grau

alcodlico observa se incremento na concentracdo de CE. Um aumento no teor

de cobre no destilado aumenta a concentracédo final de carbamato de etila

(tabela 05).
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Tabela 05: Concentracdo de carbamato de etila (ug:L") em cachaga apés 90
dias de estocagem em func&o do teor de cobre (mg-L™").

Teor médio de Carbamato de etila (ug-L™")’

Embalagem de vidro

°GL (rr?gu-L'1) Ambar Azul Verde Transparente
0,21 60,07 + 1,37° 68,36 + 1,32° 66,47 + 0,342 67,70 + 0,20°
40 5,00 84,42 +0,64° 127,11 +0,99° 127,42+0,86° 126,66+ 1,11°
10,00 108,91 + 1,46° 175,62 +1,21° 176,54 +0,67° 177,94 +1,01°
0,21 64,47 + 1,717 76,81 + 0,49° 76,16 + 1,512 75,92 + 1,48°
45 5,00 91,25+0,96° 137,95+0,60° 137,24 +2,25° 138,58 + 0,90°
10,00 120,58 +2,42° 193,80 + 1,34° 193,15+223° 194,78 + 0,52°
0,21 66,87 + 0,55° 83,53 +2,13° 86,02 + 1,282 86,05 + 1,01°
50 5,00 109,25 +2,51° 155,70+ 0,91° 156,60 +2,21° 155,72 + 1,05°
10,00 135,95 +0,91° 249,37 +1,4° 248,87 £2,3° 248,78 + 3.9°

‘Médias seguidas por pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade fixando cobre e grau alcodlico.

Estudos de Aylott et al. (1990, 1987) mostraram a formagao adicional
(pbs-destilacdo) de carbamato de etila em amostras de recém-destilados de
grain whisky escocés, produzidos em quatro diferentes destilarias. Quando 36
amostras foram armazenadas em barris de madeira de 500 litros por um
periodo de 3 meses, 0s niveis de carbamato de etila aumentaram, em média,
de 10 ppb para 32 ppb, com um maximo de 80 ppb. As concentracdes de
carbamato de etila nas amostras armazenadas em ambientes escuros e
analisadas num periodo de 24 h apds a destilagao, apresentaram, geralmente,
menores teores (cerca de 100 ppb a menos) que aquelas maturadas..

A exposicdo em condi¢cdes padronizadas de luz fluorescente intensa e
aquecimento (43 °C), por 3 dias, resultou em teores de carbamato de etila
acima de 160 ppb para algumas amostras, enquanto outras pouco aumentaram
seus niveis iniciais (< 20 ppb). A formagdo do carbamato de etila em uisque
obtido de varios cereais foi estudada por Aylott et al. (1990) apds a destilagcéo e
a maturagao por um ano em barris de carvalho. Eles analisaram possiveis
precursores que favorecem a formagao do carbamato de etila, como cianetos,
cianatos, cianidrina e complexos cobre-cianeto, verificaram que existe a
necessidade da presenga de tragos destes compostos. Exposicéo a luz artificial

fluorescente em laboratério, de amostras de destilados engarrafadas em vidros
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transparente por 72 horas a 43 °C, apresentaram niveis crescentes de
carbamato de etila sendo esta formacdo completada apds 3 dias. Durante o
estudo, niveis de carbamato de etila, aumentaram rapidamente nas 3 primeiras
semanas de maturacdo e esses variaram de (45 a 65) pg-L”, enquanto a
andlise de compostos contendo cianeto decresceram e nenhuma amostra foi
detectada a presenca de acido cianidrico (limite de detecgdo 5 pg-L'1), e
complexo cobre-cianeto no uisque maturado ou produto final acabado.
Concluindo, a concentracao final do carbamato de etila no produto destilado &
dependente apenas da concentracdo inicial, medida apds a destilacdo, mais a
que é formada na presenca destes precursores.

Tegmo-Larsson & Spitler (1990) pesquisaram o efeito do armazenamento
em varias temperaturas e diferentes condigdes de exposi¢cao a luz na formacéao
de carbamato de etila, em uma série de vinhos tintos e brancos de mesa e
fortificados. Durante (3, 6 e 12) meses de estocagem, foram utilizadas
temperaturas de (22, 32 e 43) °C na auséncia de luz, a 22 °C em luz
fluorescente, e em condigdes naturais de luz e temperatura, simulando o ponto
de venda deste produtos. Os resultados mostraram que a temperatura de 43
°C, a concentracao de carbamato de etila pode exceder niveis aceitaveis, mas a
22 °C, ou seja, em condigdes apropriadas de estocagem, estas concentragdes
ndo sao alcangadas. A luz ndo teve influéncia significativa na formacao do
carbamato de etila. Exatamente o contrario ao encontrado nesse estudo, onde o
vidro capaz de absorver a radiacdo ultravioleta apresentou um destilado com
menor teor de carbamato.

Alguns trabalhos tém sido publicados sobre a redugdo do carbamato de
etila formado durante o processo de producédo do vinho, relatando cuidados
especificos com fertilizantes nas cultivares e na fermentacdo (BUTZKE &
BISSON, 2003; ZIETMAN et al., 2003).

Alguns fatores que influenciam na formagéo do carbamato de etila em

bebidas alcodlicas ndo sio controlaveis, contudo, outros podem ser
manipulados, como, por exemplo, eliminar a pratica de se adicionar ureia para

estimular a fermentacao, o que hoje ja ndo ocorre mais (NAGATO et al., 2003).
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Pesquisas com vinho e aguardentes de frutas fermentadas indicam que é
possivel reduzir o nivel de carbamato de etila, reduzindo o nivel dos agentes
precursores, selecionando a forca do fermento, controlando a condicdo de
fermentacdo e ajustando o pH da massa fermentativa com sulfato de cobre
(BUTKE & BISSON, 2003).

Podemos observar na figura 07 o comportamento dos compostos
cianogénicos durante os 90 dias de estocagem concluindo que existe mesmo
um mecanismo de auto-oxidagdo com luz ultravioleta de compostos insaturados
presentes em bebidas alcodlicas, que produzem os radicais livres (organicos ou
hidroperoxidos), que catalisam a oxidagéo de cianeto a cianato (ARESTA et al.,
2001). Na presencga de cobre (10,0 mg-L™") e luz ultravioleta a reducéo do teor
de desses compostos foi de 33 % enquanto na auséncia de cobre e auséncia
de UV a reducédo foi de apenas 12,3 %. A reproducdo das condi¢cbes de
comercializagdo de uma cachaga seria na presenga de cobre (5,0 mg-L'1) e
presenga de luz ultravioleta obteve uma reducdo do compostos CN de

aproximadamente 20 %.
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Figura 07: Teor de compostos cianogénicos CN (mg:.L") durante estocagem
(dias). ¢ sem Cobre (sem UV), m Cobre Limite (sem UV), A Cobre
2x ( Sem UV), [ Sem cobre (com UV),  Cobre Limite ( com UV)
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Os fatores que influenciam a formagao de carbamato de etila a partir de
cianeto sdo pH, luz, teor de etanol, temperatura, proximidade de grupos
carbonila em moléculas organicas, e concentracdo de ions Cu' na bebida
(BATTAGLIA et al.,1990; RIFFIKING et al., 1989).
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4. CONCLUSOES

Apds os 90 dias de estocagem, podemos concluir que a embalagem com
vidro ambar apresentou destilados com menor teor de carbamato, pois possui a
capacidade de absorver a luz ultravioleta evitando a oxidagcdo do cianeto e
bloqgueando a formagdo do carbamato. Logo o vidro ambar inibe esse
mecanismo fotoquimico de producao de CE.

O teor de cobre também interfere na formacado do carbamato, pois atua
como catalisador da reagao tanto no mecanismo do cianeto, como no da ureia.
Com isso quanto maior a concentracao do metal no destilado maior o teor de
carbamato de etila formado.

O mesmo comportamento € observado na concentragdo alcoodlica. As
aguardentes que apresentaram maior concentragéo final de carbamato de etila

possuiam maior graduagao alcodlica.
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CONCLUSAO GERAL

A fermentacdo é a etapa que mais produz o carbamato de etila, na
ordem de mg, bem acima do permitido pela legislagcao brasileira. Porém uma
destilacdo bem conduzida com a separacdo correta das fragcdes cabeca,
coragdo e cauda consegue eliminar quase por completo a contaminagéo
proveniente da fermentacéo.

Porém uma estocagem do destilado na presenga de luz ultravioleta e
com teor de cobre 5,0 mg-L'1, o permitido pela legislacéo, acarreta formacao de
carbamato de etila acima de 150 pg.L'1. Ressaltando que temos no destilado
apenas a fragao coragcdo sem contaminacao das fracées cabeca e cauda.

Medidas simples como uma separacdo correta da destilagdo,
estocagem do destilado em ambiente sem luz ultravioleta e na auséncia de
cobre ja seriam suficientes no controle do carbamato de etila.

Estudos devem ser conduzidos a fim de identificar os compostos
cianogénicos presentes no caldo de cana de agucar. E se possivel promover a
sua redugao. Os compostos glicocianogénicos possuem uma grande parcela na

formacao final do carbamato de etila.
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