Quim. Nova, Vol. 25, No. 6B, 1074-1077, 2002

CARBAMATO DE ETILA EM BEBIDAS ALCOOLICAS (CACHACA, TIQUIRA, UISQUE E GRAPA)
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ETHYL CARBAMATE IN ALCOHOLIC BEVERAGES (CACHACA, TIQUIRA, WHISKY AND GRAPE). The presence of ethyl
carbamate in cachacas, tiquiras, whiskies and grapes was investigated by GC-MS, monitoring the m/z 62 ion. The external standard
method was used for quantitation in 188 samples (126 cachacas, 37 tiquiras, 6 grappas and 19 whiskies). The results of the study

for cachaca were analysed considering the geographic origin, distillation type (still or column), bottle coloration (amber or

transparent) and ageing. The average contents of ethyl carbamate in cachagas and tiquiras were 0.77 and 2.4 mg L, respectively.

These values were higher than the mean concentration found in grapes (0.045 mg L) and whiskies (0.14 mg L'). On average
the cachagas distilled in column tend to present higher values of ethyl carbamate than those from still. In the sampling studied it
was not possible to define a correlation between content of ethyl carbamate, bottle coloration and ageing time.
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INTRODUCAO

Carbamato de etila (EtOCONH,) ou uretana € um composto po-
tencialmente carcinogénico' e forma-se naturalmente em alimentos
tais como péo, iogurte, vinho, cerveja, saqué** e, principalmente, em
bebidas fermento-destiladas® tais como uisque, rum, vodca, grapa,
cachaga®’ e tiquira (aguardente de mandioca)®.

Sendo o Brasil um dos maiores produtores de destilados alcodli-
cos do mundo’®, é muito importante o conhecimento dos niveis de
ocorréncia de uma substancia potencialmente carcinogénica como o
carbamato de etila em tais produtos, pois além dos aspectos ligados
a saide publica, a sua presenca em concentragdes superiores a 0,150
mg L' constitui também uma barreira para exportacdes para a Euro-
pa e América do Norte®.

Existem vdrias vias possiveis para a formagdo de carbamato de
etila nas bebidas destiladas, geralmente envolvendo a reacdo entre o
etanol e precursores nitrogenados, tais como uréia?, fosfato de
carbamila’ e cianeto'’. Este dltimo é considerado um precursor de
carbamato de etila durante e apGs o processo de destilagao'.

O Canadd, em 1985, através do “Health and Welfare Department™™,
estabeleceu os seguintes teores maximos de carbamato de etila para
bebidas alcodlicas: vinhos 0,030 mg L'; vinhos fortificados 0,100 mg
L''; bebidas destiladas 0,150 mg L'; destilados de frutas e licores 0,400
mg L. A comparagéo entre os teores de carbamato de etila em bebi-
das alcodlicas brasileiras com os limites estabelecidos pelo Canada é
inevitdvel, em funcio de este ser, até 0 momento, o tinico pais a pos-
suir legislagdo especifica sobre o assunto, sendo um referencial para
os EUA e para a Comunidade Européia. Em margo de 1990, o FDA
(“U. S. Food and Drug Administration”) publicou nota'' na qual os
produtores de uisques americanos se comprometeram, a partir daque-
la data, a limitar o teor de carbamato de etila em 0,125 mg L.

Muitas metodologias analiticas vém sendo propostas para a de-
terminac@o de carbamato de etila em alimentos, todas empregando a
cromatografia a gds com diferentes dispositivos de detecgdo'>".

Em fun¢do das baixas concentracdes em que se encontra o
carbamato de etila nas bebidas alcodlicas e da baixa sensibilidade
que alguns detectores apresentam, faz-se necessdrio além da con-
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centracdo das amostras uma etapa de desidratacdo dos extratos, ge-
ralmente com Na SO, anidro'*'>*, tornando estes procedimentos
morosos e mais susceptiveis a erros.

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) torna-se muito conveniente para a determina¢do de carbamato
de etila em bebidas destiladas, pois além da elevada sensibilidade™'
quando se opera no modo SIM, ndo hd a necessidade de se desidra-
tar as amostras’.

No presente trabalho aplicou-se a cromatografia a gis acoplada
a espectrometria de massas, na determinagdo de carbamato de etila
em bebidas fermento-destiladas. Também efetuou-se a comparagio
dos teores deste contaminante entre os destilados nacionais e os des-
tilados estrangeiros. Os resultados foram analisados considerando-
se fatores ligados a regido, tipo de destilacdo, colora¢ao da embala-
gem e tempo de envelhecimento.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. O
carbamato de etila foi adquirido da Sigma-Aldrich. Utilizou-se etanol
Mallinckrodt e dgua destilada desionizada em sistema Milli-Q.

Preparacao das solucdes padrao

A partir de uma solugio estoque de carbamato de etila 22,0 mg
L' em etanol/dgua (40:60 v/v)'®, foram preparadas as solu¢des-pa-
drdo para a construgio da curva analitica (0,050 — 12,0 mg L™).

Metodologia

Foi utilizado um cromatdgrafo Shimadzu GC 17-A, equipado com
detector de massas Shimadzu QP-5050A operando no modo de im-
pacto eletrdnico com 70 eV, com o monitoramento de {on seletivo m/z
62 por ser 0 mais empregado nas determinagdes de carbamato de etila®'.
A coluna cromatogréfica capilar de fase polar (polietilenoglicol
esterificada) utilizada foi uma HP-FFAP (50 m x 0,20 mm x 0,33 pm
espessura do filme da fase estaciondria). Empregou-se a seguinte pro-
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gramagdo de temperatura para o forno: 90 °C (2 min), elevada a 10 °C/
min até 150 °C (0 min), e entdo elevada a 40 °C/min até 230 °C (10
min). As temperaturas do injetor e da interface do detector foram de
250 e 230 °C, respectivamente. O volume de injecdo foi de 2,0 UL no
modo “splitless”. Gds de arraste: He com fluxo de 1,5 mL/min.

Testes preliminares revelaram que o carbamato de propila, ge-
ralmente usado como padréo interno na determinagio de carbamato
de etila®?, em solugio etandlica pode sofrer trans-esterificacdo. Em
vista disto, optou-se pelo emprego do método do padrio externo
para quantificag¢@o. Os coeficientes de correlac@io das curvas analiti-
cas (1° grau) variaram entre 0,9996 e 0,9998 (N = 6).

O limite de quantificaco e a repetibilidade da metodologia utili-
zada foram estimados de acordo com a literatura®, sendo que o limi-
te de quantificacdo foi de 10 ug L' e repetibilidade (n = 10) 94,6%.

Amostras analisadas

Foram analisadas em duplicata 126 amostras de aguardente de
cana, sendo 63 da regido sudeste, 39 da nordeste, 22 da sul e 2 da
centro-oeste, bem como 37 amostras de tiquira, 6 amostras de grapas
(1 brasileira e 5 italianas) e 19 amostras de uisque importados (6
americanos e 13 escoceses).

Procurou-se diversificar as origens das cachagas segundo a im-
portancia de cada Estado produtor (em volume e tradi¢ao de produ-
¢do) e a disponibilidade de tais produtos. Os resultados encontrados
para os Estados de Alagoas, Bahia, Maranhdo, Espirito Santo, Goids
e Rio Grande do Sul podem ndo refletir o quadro real, em virtude da
baixa representatividade do nlimero de amostras analisadas.

As tiquiras eram provenientes do Estado do Maranh@o e as grapas,
de origem italiana, foram fornecidas cordialmente pela “Associazione
Nazionale Assaggiatori Grappa e Acqueviti-ANAG” (Brescia — Ita-
lia), enquanto a grapa brasileira, de caracteristica artesanal, foi ad-
quirida no Estado de Santa Catarina.

Foram também analisadas 21 amostras de cachacas envelhecidas
de reservas pessoais gentilmente cedidas por produtores de aguar-
dente de cana. Em alguns casos, mais de uma amostra de uma mes-
ma cachaga comercial foi analisada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1(a) mostra o espectro de massas por impacto eletroni-
co do carbamato de etila e nas Figuras 1(b) e 1(c) sdo apresentados
cromatogramas referentes a uma solucdo-padrdo (0,8 mg L) de
carbamato de etila e de uma amostra de aguardente de cana, respec-
tivamente. Observa-se que, pelo monitoramento do fon m/z 62, é
possivel identificar e quantificar o carbamato de etila sem problemas
de co-eluicdes com outros compostos presentes na cachaca.

Nas 126 amostras de cachaca analisadas, o teor médio de
carbamato de etila foi 0,77 mg L', variando de 0,013 a 5,7 mg L'\ A
distribui¢do das cachacas em funcdo do teor de carbamato de etila é
mostrada na Figura 2. Apenas 21% das amostras analisadas apresen-
taram teores < 0,150 mg L, valor considerado internacionalmente
aceitavel’.

Na Figura 3 apresenta-se a distribui¢ao das aguardentes segundo
o teor médio de carbamato de etila por Estado produtor. Dentre os
Estados mais representativos, em termos de producéo de cachaga, o
menor teor médio de carbamato de etila foi encontrado nas amostras
provenientes do Ceara (0,44 mg L'), enquanto que Minas Gerais foi
o que apresentou o maior (1,00 mg L), seguido por Sdo Paulo
(0,87 mg L") e Pernambuco (0,83 mg ). Esta informacéo sugere a
necessidade de se iniciar um processo de rastreamento das diferen-
tes préticas regionais de produgdo de cachaga, para melhor conhecer
os fatores responsdveis pela formagdo de carbamato de etila.
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Figura 1. (a) Espectro de massas do carbamato de etila. Cromatogramas
por GC-MS (SIM, m/z = 62); (b) Solugdao-padrdo de carbamato de etila
(C.E.); (c) Amostra de cachaga
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Figura 2. Distribuicdao das 126 amostras de cachaga em fungdo do teor de
carbamato de etila (intervalos de 0,10 mg L)
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Figura 3. Teores médios de carbamato de etila em fun¢do da origem
geogrdfica das cachagas analisadas. Os indices sobre as colunas indicam o
niimero de amostras por Estado
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Como o teor de carbamato de etila depende da disponibilidade
de seus precursores na matéria-prima processada, e sendo todas as
cachacas derivadas da mesma matéria-prima, um dos objetivos deste
trabalho foi conhecer os vetores do processo de produg@o desta be-
bida que influenciam na formagdo deste contaminante.

Um dos fatores investigados foi a influéncia do tipo de destila-
¢lo da cachaca na formacao de carbamato de etila. Sabe-se que com
a necessidade de volumes de produgdo cada vez maiores, muitos
produtores abandonaram o sistema de destilacdo tradicional em
alambique (sistema descontinuo) e adotaram a destilacdo em coluna
(sistema continuo). Contatando os produtores de cachaca, foi possi-
vel identificar que, dentre as amostras estudadas, 34 foram destila-
das em alambique e 69 em coluna. Para as demais 23 amostras ndo
foi possivel obter esta informacao.

Pode-se observar na Figura 4 que as amostras destiladas em alam-
bique apresentaram um maior percentual de amostras com teor de
carbamato de etila < 0,150 mg L. Nas faixas de concentragédo 0,401-
1,00 mg L' e acima de 1,00 mg L' notou-se um crescente aumento
percentual das amostras destiladas em coluna. Os teores médios de
carbamato de etila nas amostras destiladas em alambique e coluna
foram de 0,63 e 0,93 mg L', respectivamente.
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Figura 4. Distribuicdo das amostras de cachagas em fungdo da faixa de
concentragdo de carbamato de etila e do sistema de destilagcdo

Isto provavelmente € conseqiiéncia ndo apenas do sistema de des-
tilagdo em si, mas também da natureza do material utilizado na con-
fecca@o dos aparelhos destiladores. Os alambiques, em sua grande maio-
ria, s3o construidos em cobre e as colunas, em aco inoxidavel.

A escolha do ago inoxiddvel para a constru¢ao das colunas de
destilagdo deve-se ao fato que este material, ndo sofrendo corrosao,
ndo causa problemas de manutengdo. Entretanto, as bebidas destila-
das em aparelhos construidos exclusivamente em ago inoxiddvel, apre-
sentam caracteristicas sensoriais desagraddveis®, principalmente
devido aos altos teores de dimetil sulfeto liberado no processo e que
permanece no produto final®.

Com o emprego de partes em cobre no aparelho destilador, as
propriedades organolépticas negativas sdo notadamente diminuidas,
em funcdo da influéncia deste metal na conversdo do dimetil sulfeto
a sulfato®. Desta forma, um expediente normalmente empregado
pelos produtores de cachacga que operam em modo continuo € a ado-
c¢do de condensadores de cobre (parte descendente do fluxo) no apa-
relho destilador.

A associacgdo destes materiais (ago inoxiddvel e cobre) € eficien-
te na soluc@o dos problemas sensoriais dos destilados mas, por outro
lado, pode favorecer consideravelmente a formagao de carbamato de
etila, uma vez que o 4cido cianidrico, ndo sendo fixado na coluna
(parte ascendente do fluxo) atinge o condensador, complexando-se
com os fons Cu(ll) originados da corrosdo do condensador pelos
vapores dcidos da bebida. Através da reducio do Cu(ll) a Cu(l) e

Quim. Nova

com a formag@o de cianogénio, seguido de seu desproporcionamento,
ocorre a formacéo de fons cianato®.

2Cu(II) + 4CN- — 2Cu(CN), (1)
2Cu(CN),— 2CuCN + CN, 2)
CN, +20H — NCO +CN +H,O 3)

Os fons cianato por rea¢do com etanol produzem o carbamato de
etila?.

NCO" + EtOH — EtOCONH, )

Quando cobre é empregado na parte ascendente do fluxo, como
ocorre nos alambiques, é esperado que ocorra uma fixacdo de
cianeto®, com a formagio compostos tais como: CuCN, Cu(CN),,
Cu,(CN),’, Cu,(CN),, diminuindo a concentrag¢do de cianeto no des-
tilado’ e conseqiientemente, reduzindo o teor de carbamato de etila.

Outro fator a ser considerado ¢ a radiagio luminosa®-, que pode
exercer uma influéncia na formaco de carbamato de etila apds a desti-
lagdo, favorecendo a oxidagdo radicalar do cianeto a cianato e, assim,
formando carbamato de etila (Eq. 4). Considerando-se que a parede dos
recipientes pode agir como um filtro a radiacdo luminosa, procurou-se
uma possivel correlagdo entre a coloracdo das garrafas e o teor de
carbamato de etila dos destilados. O teor médio determinado para as amos-
tras engarrafadas em recipientes Ambar (21 amostras) foi de 0,83 mg L,
variando de 0,09 a 3,5 mg L' enquanto que em garrafas transparentes
(105 amostras) foi de 0,72 mg L' variando de 0,01 a 5,7 mg L.

Nao se observou uma diferenca significativa entre a colora¢do
das garrafas e o teor de carbamato de etila. Tal resultado indica que a
formagdo de carbamato de etila ap6s o engarrafamento, se ocorrer
em proporcdes considerdveis, ¢ independente da radiacdo luminosa
incidente sobre a bebida. Vdrios fatores sdo importantes para a for-
macdo de carbamato de etila em bebidas destiladas, porém ainda ndo
existe uma explicacdo satisfatdria sobre a sua influéncia nas cacha-
cas. Em estudo anterior®, investigou-se a correlac@o entre o teor de
carbamato de etila em cachagas e a presenca de alguns de seus pre-
cursores, como uréia, cianeto e aminodcidos. Apenas para o fon
cianeto foi possivel observar uma tendéncia a correlagdo positiva.

Existe ainda um terceiro fator que € o tempo de envelhecimento
da cachaca, porém ndo se verificou correlacio evidente entre o teor de
carbamato de etila e o tempo de envelhecimento das amostras. Nas
amostras envelhecidas analisadas, o teor médio de carbamato de etila
foi de 0,69 mg L', variando de ndo detectado (N.D.) até 2,6 mg L™,
enquanto que para as amostras ndo envelhecidas a concentracdo mé-
dia foi de 0,87 mg L', variando de 0,04 a 5,7 mg L. Estas informa-
¢oes sugerem que a formacdo de carbamato de etila a partir de seus
precursores deve ocorrer principalmente apds um curto intervalo de
tempo depois da destilagdo.

As amostras de tiquira analisadas apresentaram teor médio de
carbamato de etila (2,4 mg L!) muito superior ao da cachaga (Tabela 1).
Observou-se que as amostras de tiquira com a concentra¢ao de carbamato
de etila inferior a 0,65 mg L' apresentaram graduacéo alcodlica < 28%
Vol., graduagio esta bem abaixo do minimo especificado pelo Ministé-
rio da Agricultura e do Abastecimento® que é de 38% Vol.

Atualmente, estdo em curso investigacdes para se determinar os
fatores responsdveis pelo alto teor de carbamato de etila nas cacha-
¢as e nas tiquiras. Estes estudos estdo focalizados tanto no processo
fermentativo como durante e apds o processo de destilagdo (cachaga
e tiquira).

Nas grapas e uisques (Tabela 1) observou-se um teor médio de
carbamato de etila inferior ao dos destilados tipicamente brasileiros.
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Tabela 1. Concentracéo de carbamato de etila em tiquiras, grapas e uisques
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Amostra  Carbamato de etila (mg L") Amostra Carbamato de etila (mg L") Amostra Carbamato de etila (mg L")
T 01 10 T22 2,7 G 06 0,068
T 02 1,3 T23 2,3 UA 01 0,075
T 03 1,0 T 24 2,1 UA 02 0,40
T 04 5,2 T 25 0,21 (0,40)* UA 03 0,089
T 05 3.9 T 26 0,20 (0,37)* UA 04 0,19
T 06 0,83 T 27 0,20 (0,37)* UA 05 0,064
T 07 2,7 T 28 0,19 (0,36)* UA 06 0,15
T 08 3,1 T 29 1.8 UE 01 0,10
T 09 34 T 30 0,20 (0,48)* UE 02 0,12
T10 6,1 T 31 0,19 (0,46)* UE 03 0,34
T11 3,8 T 32 3,1 UE 04 0,089
T12 0,65 (1,1)* T 33 1,1 UE 05 0,12
T13 5,6 T 34 1,2 UE 06 0,11
T 14 1,3 T35 1,5 UE 07 0,089
T15 2,9 T 36 2.4 UE 08 0,19
T 16 1,7 T 37 1,4 UE 09 0,19
T17 1,9 G 01 N. D. UE 10 0,068
T 18 2,5 G 02 N.D. UE 11 0,094
T19 1,0 G 03 0,025 UE 12 0,073
T 20 1,3 G 04 0,041 UE 13 0,065
T21 6,1 G 05 N. D.

(T) tiquira; (G) grapa; (UA) uisque americano; (UE) uisque escocés; (N. D.) Ndo detectado.
*Qs valores entre parénteses correspondem as concentragdes estimadas considerando-se uma correciio para o grau alco6lico médio de 48% Vol.

As grapas, tanto as italianas como a brasileira, apresentaram teor
médio de 0,045 mg L. No caso dos uisques, embora 25% das amos-
tras analisadas apresentem teores acima de 0,150 mg L', o teor mé-
dio determinado foi de 0,14 mg L.

Cumpre ressaltar que no passado, também os uisques apresenta-
vam elevados teores de carbamato de etila’. Modificagdes no proces-
so de producio, estimuladas por legislac@o especifica e pressdao do
mercado consumidor influenciaram na melhoria da qualidade do
produto final®. Tal fato ocorreu na Itdlia com a grapa e também pode
vir a ocorrer no Brasil.

Por ser o carbamato de etila uma substancia de potencial
carcinogénico, estes resultados indicam a necessidade urgente de
alteragdes no processo de produciio de aguardente de cana e tiquira,
tanto para eliminar este problema de satide publica, bem como para
o enquadramento destes produtos nos padrdes internacionais.

Um fato importante que deve ser real¢ado € que estes resultados
referem-se as bebidas disponiveis no mercado. Somente o acompa-
nhamento da bebida ao longo do processo de produgdo e armazena-
gem ird permitir uma melhor avaliacdo da génese do carbamato de
etila em cachagas e tiquiras.
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