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CONTENTS OF ETHYL CARBAMATE IN SUGAR CANE AND MANIOC SPIRITS. PART II. Herein, we report the concentration
of ethyl carbamate (EC) and copper in 380 samples of sugar-cane spirit and 45 samples of manioc spirit as determined by GC-MS

and FAAS respectively. The cyanide content determined spectrophotometrically is reported for the manioc spirit. Sugar cane spirit
produced by alembic distillation (70,0 ug L) shown a lower content of EC than samples produced by column distillation (270 ug
L"). No simple correlation between the content of EC and copper for sugar cane spirit as well among the concentration of EC, copper,

and cyanide for manioc spirit could be observed.
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INTRODUCAO

O carbamato de etila (CE), substancia com reconhecido potencial
carcinogénico,' juntamente com os hidrocarbonetos policiclicos aro-
maéticos (HPAs)? e os flocos de dextranas,’® estdo entre os principais
“defeitos da aguardente”.

Apesar de constantes alertas do Prof. F. V. Novaes (ESALQ) e
da comunidade cientifica (FEA/UNICAMP e IQSC/USP), somente
em 2005, o governo brasileiro através do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA),* estabeleceu o limite mdximo de
CE para a aguardente de cana em 150 pug L' (150 ppb).

Em vinhos, a concentra¢do de CE formada durante e depois da
fermentagdo € proveniente da reaciio do etanol com os precursores
do carbamato, tais como, uréia, citrulina e dietil pirocarbonato.>® A
concentracdo de etanol e dos precursores, bem como a temperatura,
o tempo de estocagem e a luz sdo importantes parametros para for-
magdo do CE em vinhos,” o qual geralmente apresenta seus teores
variando de 10 a 50 ug L.

As reacdes responsdveis pela formagdo do CE sao influenciadas
pelo tipo de levedura,® nutrientes adicionados ao mosto,*® concentra-
¢éo de etanol (teor alcodlico),'®!! temperatura de fermentagio e acidez
durante a fermentacdo."!'' O primeiro composto considerado como
sendo o responsdvel pela formacdo do CE no vinho foi o dietil pirocar-
bonato, agente antimicrobiano utilizado no tratamento do mosto."?

A uréia é um dos principais precursores”!” para a formagdo do CE
em vinhos. A presenca de uréia decorre da degradagdo da arginina,
que € o principal aminoécido existente na uva.

Nos uisques recém destilados sdo os precursores voldteis, tais
como cianeto, cianato, cianoidrina, tiocianato e o complexo cobre-
cianeto que induzem a formagdo de CE."* A presenca do cianeto
no uisque escocés € proveniente da matéria-prima empregada, pois
na cevada € encontrado o glicosideo cianogénio, epieterodendrina,
que por hidrélise enzimatimatica libera o 4cido cianidrico (HCN)
e o isobutiraldeido." A identificagdo desses precursores deve-se ao
fato de que a concentragdo do CE aumenta a0 mesmo tempo em que
ocorre a diminui¢do dos mesmos. '8

A génese do CE e de seus precursores em aguardente de cana
e de mandioca, tiquira, vem sendo estudada no Laboratdrio para o
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Desenvolvimento da Quimica da Aguardente (LDQA)."?2 Como
parte destes esforcos, neste trabalho sao relatados os resultados
sobre a influéncia do tipo de destilacdo, do tempo de estocagem, da
coloragdo do vasilhame e da presenca de fons de cobre e cianeto nas
concentracdes de CE em aguardentes.

Uma avaliag@o da variacdo do teor de CE em amostras de
aguardentes, produzidas ao longo dos ultimos anos também € apre-
sentada.

PARTE EXPERIMENTAL

Foram analisadas amostras comerciais de aguardente produzidas
entre 2001 a 2006, perfazendo um total de 380 amostras. Dentre essas,
202 amostras foram adquiridas no comércio, 70 participaram dos V
e VI Brazilian Meeting on Chemistry of Food and Beverages (V e VI
BMCEFB) e 108 foram coletadas na origem, como parte do Projeto
de Tipificacdo da Aguardente do Estado de Sdo Paulo (FAPESP —
processo n° 2001/12934). Para as amostras de aguardente de cana,
determinaram-se as concentra¢des de CE e de fons de cobre.

Também foram coletadas e analisadas 45 amostras de aguardente
de mandioca (tiquira), provenientes de diferentes cidades do estado
do Maranh@o. Nas amostras de tiquira, foram determinadas as con-
centragdes de CE, fons de cobre e cianeto.

Para a determinacio das concentragdes de CE, utilizou-se um
cromatégrafo a gds Shimadzu 17A, acoplado a um detector seletivo
de massas Shimadzu QP-5050A. A separag@o cromatografica foi
efetuada em uma coluna capilar de fase polar, HP-FFAP, com filme
de polietilenoglicol esterificado, seguindo metodologia descrita
anteriormente.' Os limites de detec¢do (LD) e quantifica¢do (LQ)
para o CE foram de 10 e 40 ug L', respectivamente.

A concentracdo de {fons de cobre foi determinada utilizando-se um
espectrofotdmetro de absorgao atdmica com ionizac¢do por chama,?
Hitachi modelo Z-8100.

Para a determinag@o de cianeto, seguiu-se o método colorimétrico
proposto por Lambert ef al..** Neste procedimento o fon cianeto é
oxidado por uma solugdo de clorosuccinamida/succinimida e, em
seguida, a solucdo resultante € adicionada a uma solugio contendo
acido barbitdrico/piridina. O produto final da rea¢@o foi monitorado
em 580 nm, utilizando-se um espectrofotdmetro UV-visivel Hitachi
modelo U-3501.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia do tempo de estocagem na concentracgio do
carbamato de etila

Da producgiao da aguardente de cana ao seu engarrafamento pode
transcorrer um periodo de até 6 meses, conhecido como processo de
“descanso”. A esse periodo, deve-se ainda acrescentar o tempo médio
de permanéncia em prateleira, o qual € estimado em 6 meses. Desta
forma, para verificar se hd alteracido da concentracio de CE com o
tempo, reanalisou-se a concentra¢do desse composto em 15 amostras
de aguardente de cana apds 36 meses de repouso e ao abrigo da luz
(Material Suplementar, Tabela 1S). Observou-se que as diferencas
entre as concentragdes de CE encontradas para estas amostras apre-
sentaram uma variacdo de -5,3 a 6,7%, sugerindo que este composto
é estdvel ap6s a sua formagao.

Influéncia do sistema de destilacdo na concentracio do
carbamato de etila

Dois tipos de sistemas sdo utilizados para a destilag@o do vinho:
alambique e coluna.

Os alambiques operam em modo descontinuo aquecidos a fogo
direto ou a vapor. Podem ter de um a trés corpos construidos de co-
bre ou ago inoxidavel (cada corpo € equivalente a um prato tedrico).
Sdo utilizados principalmente por pequenos produtores (producdo
inferior a 100.000 L por ano)® e o seu volume pode variar desde
uma dezena até 1000 L.

Nas colunas construidas em aco inoxidavel, operando sob fluxo
continuo, o cobre encontra-se praticamente restrito as tubulacoes
dos condensadores. As colunas apresentam multiplos pratos tedri-
cos originados por bandejas distribuidas em funcéo da sua altura e
didmetro.

A Figura 1 apresenta o perfil da concentragdo de CE para um
conjunto de 108 amostras de aguardente de cana coletadas no estado
de Sdo Paulo. Nota-se, claramente, que as amostras destiladas em
alambique apresentam em sua maioria concentracdes de CE entre <
LQ a 150 pg L*'. Para amostras destiladas em coluna esse ponto de
acumulagio situa-se na faixa de 151 a 400 pg L.
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Figura 1. Distribui¢do de carbamato de etila em ug L' (ppb), por faixas de
concentragdo, em amostras de aguardente de cana destiladas em alambique
e em coluna

Embora com perfis diferentes para a faixa de concentragio entre 151
a 1,00 x 10° ug L', os resultados indicam de forma mais consistente a
mesma tendéncia observada anteriormente'® para amostras de aguardente
de cana comerciais oriundas das diversas regides produtoras do pais.
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Em trabalho correlato, Bruno et al.?® determinaram as concen-
tracdes de CE em 34 amostras de aguardente de cana, coletadas em
diferentes regides do estado do Rio de Janeiro, produzidas utilizando-
se diferentes sistemas de destilacdo. Estes resultados também sugerem
que os teores médios de CE presentes em aguardentes destiladas em
alambiques sdo inferiores aos teores médios de aguardentes destiladas
em coluna.?

E interessante ressaltar que na destilagio em alambique sdo
separadas trés fracdes de destilado denominadas: cabeca, cauda e
coracdo. O momento em que esta separagdo se efetua € um tanto
arbitrdrio, mas geralmente os produtores utilizam para tal o grau
alcoodlico do destilado. Existem produtores que operam coletando
a cabega quando o grau alcodlico atinge o intervalo de 70 a 50%
v/v,22" o coragdo entre 50 a 38% v/v*** e a cauda entre 38 a 10%
v/v.2%27 A aguardente de alambique € constituida basicamente da
fragcdo denominada coragao.

Foram determinadas em nosso Laboratério as concentracdes de
CE nas trés fragdes, cabeca, coraciio e cauda para 13 amostras de
aguardente de cana destiladas em alambique e por nds coletadas na
origem e no momento da sua destilagdo. Os valores das medianas re-
ferentes aos teores de CE que foram observados para cabeca, coragio
e cauda sdo, respectivamente, 130, 110 e 73,1 ug L. Esses valores
de concentracdo foram arbitrariamente corrigidos para um valor de
graduagdo alcodlica de 38% v/v, devido este ser o teor alcodlico mais
freqiientemente encontrado em aguardentes de cana comerciais.

A solubilidade do CE € maior em etanol (1,2 g mL") que em
dgua (0,10 g mL").% Assim € previsivel que a fragéo cabega, onde a
concentracdo alcodlica € maior, apresente maiores concentragdes de
CE que as fragdes coracdo e cauda. Existindo um corte no produto
artesanal, o que ndo ocorre no produto industrial, isto implicaria na
redug¢do do teor de CE do destilado.

Com a finalidade de melhor entender esta questdo, foram anali-
sadas amostras em que o mesmo vinho foi dividido em duas fracdes.
Uma delas foi destilada em alambique e a outra em coluna, e entdo
determinadas as concentragdes de CE nos correspondentes destilados.
A Tabela 1 apresenta resultados para amostras em que o mesmo vinho
foi destilado em alambique e em coluna.

Tabela 1. Teores de carbamato de etila (CE) em amostras de aguar-
dente de cana destiladas em alambique e coluna (ug L)

Tipo de destilacao
Amostra* Alambique Coluna
1 58,0 125
2 216 644
3 152 812

*Cada amostra representa um diferente vinho fermentado, submetido
a destilacdo em alambique de cobre e em coluna de ago inox

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que as aguar-
dentes de cana artesanais (alambique) tendem a apresentar teores
de CE inferiores aos das aguardentes industriais (coluna). Esse fato
ndo deve depender apenas do sistema de destilacdo, mas também da
natureza do material utilizado na confecgdo destes aparelhos e dos
diferentes procedimentos.

Para as mesmas 108 amostras de aguardente de cana anteriormen-
te citadas, também foi realizada a andlise de cobre, que apresentou
um valor de mediana de concentra¢do de 0,302 mg L', com valores
minimo e méaximo de 1,00 x 10?% e 3,11 mg L, respectivamente
(Material Suplementar, Tabela 2S).

Foram analisados também os teores de cobre em 45 amostras de
tiquira (Material Suplementar, Tabela 3S). Observou-se que 51,1%
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das amostras apresentam concentracdo deste fon acima de 5,0 mg L™!
(5,0 ppm), que € o limite maximo permitido pela legislagio brasileira.*
A mediana de concentrag¢@o de cobre nessas amostras € de 5,49 mg
L', com variagdo entre 4,20 x 102 a 199 mg L.

Nao se observou, tanto para as amostras de aguardente de cana
(Figura 2) como para as amostras de aguardente de mandioca (Ma-
terial Suplementar, Figura 1S), qualquer correlag@o entre os teores
de cobre e de CE.
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Figura 2. Concentragdo de carbamato de etila em ug L' (ppb) versus con-
centragdo de cobre em mg L' (ppm) para as 108 amostras de aguardente
de cana

A radiagdo luminosa € outro fator que exerce influéncia na for-
macao de CE. Conforme comentado anteriormente, a literatura indica
que a incidéncia de luz entre 350 e 450 nm favorece a formacdo
deste contaminante em uisques e “brandies” de frutas com caroco,
matéria-prima que possui glicosideos cianogénicos.* Ainda segundo
a literatura,'” o teor maximo de CE em uisque € atingindo depois de
3 dias de exposi¢ao dessa bebida a luz.

Amostras de tiquira acondicionadas em recipientes transparentes,
quando expostos a luz difusa, apresentam aumento no teor de CE.
Possivelmente, as concentracdes em niveis mais elevados de {fons de
cobre e cianeto na tiquira que na aguardente de cana®' sejam respon-
sdveis pela variacio observada. Este tema ¢ permanente objeto de
investigagdo em nosso Laboratério.

Nas mesmas 45 amostras de tiquira, foram determinadas as
concentracdes de fons cianeto (Tabela 3S). As concentracdes dos
fons cianeto apresentaram uma mediana de 8,00 x 102> mg L' com
intervalo de concentrag@o entre 2,00 x 10 a 1,33 mg L. As con-
centra¢des®! de CE apresentaram um valor de mediana de 1,51 x 10°
ug L' com intervalo de concentracéo entre 44,0 a 1,02 x 10* ug L.
Esses resultados sdo compativeis com os recentemente reportados na
literatura®! e de estudos néo publicados.*

De forma semelhante ao discutido anteriormente em relacio
aos fons de cobre, também nao ficou evidente uma correlagdo clara
entre os teores de CE e os de fons cianeto (Material Suplementar,
Figura 2S).

Provavelmente a auséncia de correlag@o entre os teores de fons
de cobre e CE na aguardente de cana e entre os teores de fons de
cobre, CE e {ons cianeto em aguardente de mandioca deve-se ao fato
de que estas andlises foram efetuadas em amostras ja estabilizadas.
Assim, hd a necessidade de monitorar os teores destes precursores
em amostras recém destiladas.

Foi constatada em nosso Laboratério a presenca de uréia em
amostras de aguardente de cana e de mandioca. Nas amostras de
aguardente de cana, os teores de uréia sdo da ordem de pg L', en-
quanto que nas aguardentes de mandioca estes teores sdo superiores,
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podendo atingir a faixa de mg L'!. A presenca de uréia nessas bebidas,
mesmo apds longos periodos de estocagem, sugere que a formagao
de CE, através da reagdo de etanol com uréia, tanto em aguardente
de cana como em tiquiras, se ocorrer, deve ser muito lenta.

CONCLUSOES

Os resultados coletados para carbamato de etila nas 380 amostras
de aguardente (Material Suplementar, Tabela 4S) indicam que 50%
destas atendem os requisitos previstos na legislagdo brasileira com
respeito aos teores de CE. Em relagdo aos teores de cobre, num total
de 294 amostras de aguardente, 70% atendem os limites previstos na
legislagdo brasileira. Indicam ainda que os teores de CE em aguar-
dente de cana comercial diminufram consideravelmente ao longo dos
ultimos anos, sugerindo que a inclusdo de seu controle na legislacio
brasileira ndo ird de forma alguma inibir o setor produtivo. Pelo con-
trdrio, percebe-se uma preocupacao cada vez maior dos produtores em
melhorar a qualidade da aguardente visando provavelmente produzir
uma bebida tipo exportagio e se adequar a legislagdo brasileira.*

Conforme citado anteriormente,' confirmou-se por meio de re-
sultados obtidos para um universo maior de amostras e ao longo de
5 anos que as cachacas “artesanais” (alambique) tendem a apresentar
um teor de CE inferior ao das cachacgas ditas “industriais” (coluna).
A separagdo do destilado artesanal nas fracdes cabeca, coragdo e
cauda aliada ao fato do CE ser mais abundante na fra¢do cabega é
uma possivel explica¢@o para tal observagao.

Verificou-se que os teores de CE em amostras de aguardente de
cana sdo estdveis por um periodo de pelo menos 3 anos e que sua
formacao deve se completar logo apés a producio do destilado. Nao
foi possivel até o momento estabelecer de forma definitiva qualquer
correlacdo entre a coloracdo do recipiente e o teor de CE em amostras
comerciais, nem tampouco correlacionar a presenga de CE com as
concentragdes dos precursores, {ons de cobre e cianeto em tiquira. Tal
fato deve-se provavelmente ao tempo transcorrido entre a producio
das aguardentes e a andlise do CE e de seus precursores.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de
arquivo PDF, com acesso livre.
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