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Resumo

A legislacao brasileira estabelece o limite de 150 pg/L para os teores de carbamato de etila
(CE ou uretana) em aguardentes. O presente trabalho indica que os teores de carbamato de
etila em aguardentes podem ser reduzidos em até 92% do teor original apds as aguardentes
serem submetidas a uma nova destilacdo. Para amostras de aguardente recém destiladas
(coletadas in loco) foi possivel constatar que o CE também se forma apos a destilacdo, e que a
formacdo completa-se apos 10 dias. A luz difusa ndo influenciou, quer na constante de
velocidade quer na concentracao de CE final. Esta, entretanto demonstrou-se dependente da
temperatura. Observou-se que a reagdo ocorre com ko de (6,4 + 0,5) x 10° /s, a 25°C ¢ pH
4,5, sendo este valor independente da origem da aguardente e da radiacao luminosa. Os
parametros de ativagdo para esta reagao foram AH 34 keal/mol, 48 - 69 cal/K e AG* 54
kcal/mol. Foi possivel estimar que o teor de uretana formado no interior do destilador foi
inferior a 60% do CE total. Estudos com aguardente nas quais foi adicionado KOCN,
indicaram que ocorre a formacao de uretana com k. (8,60 = 0,4) x 10° /s, a 25°C, pH 4,5,
com AH' 20,6 kcal/mol, ASF - 96,1 cal/K e AG 48,7 kcal/mol. Esta reacdo nao foi
influenciada pela radiacdo luminosa (250 a 500 nm), bem como pelo teor alcodlico da
aguardente (0,29 a 15,7 mol/L). O rendimento no teor de CE aumentou em fungdo do teor
alcodlico do meio, atingindo um valor méaximo a 60% v/v. Célculos quanticos sugeriram que
0 HNCO ¢ a molécula reativa. Os resultados experimentais colhidos até o0 momento sugerem a
existéncia de uma reagdo paralela consumindo parte do HNCO e, portanto limitando 4, € a
relacdo [CElicerico / [CElexperimental. A adigdo de NaCN a aguardente também conduz a

formagao de uretana, mas com constante de velocidade inferior a observada para o KOCN.

Palavras-chave: Aguardente, carbamato de etila.
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Abstract

Brazilian law establishes the limit of 150 ug/L for ethyl carbamate (EC, urethane) contents in
sugar cane spirits. The present work indicates that the levels of ethyl carbamate in spirits may
be reduced up to 92% of the original content after undergoing a new distillation. It was
observed that EC is also formed after distillation in recent distillated samples collected in loco
and that the EC formation is completed after 10 days. The light did not influence either the
rate constant or the final EC concentration. However, the rate constant proved to be
temperature dependent. It was observed that the reaction occurs with ks (6.4 £ 0.5) x 10 /s
at 25°C and pH 4.5, which value is independent of the spirits origin and light radiation. The
activation parameters for this reaction were AH 34 keal/mol, AS* - 69 cal/K and AG' 54
kcal/mol. It was estimated that the concentration of urethane formed inside the distiller was
less than 60% of total EC. Studies adding KOCN in sugar cane spirits indicated that the
formation of urethane occurs with £, (8.60 = 0.4) x 107 /s at 25°C, pH 4.5, with AH 20.6
keal/mol, 48" - 96.1 cal/K and AG” 48.7 kcal/mol. This reaction was not influenced by light
radiation (250 to 500 nm), as well as the alcohol content of spirits (0.29 to 15.7 mol/L). The
yield on EC content increased according to the alcohol content of the medium; reaching a
maximum value of 60% v/v. Quantum calculations have suggested that HNCO is the reactive
molecule. The experimental results collected so far suggest the existence of a parallel reaction
which consumes part of HNCO and therefore limits k.5, and the relationship [CE]meorical /
[EClexperimentat: The addition of NaCN to sugar cane spirits also leads to urethane formation,

although with lower rate constant compared to the one observed for KOCN.

Keywords: sugar cane spirit, ethyl carbamate.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Producdo de Cana-de-acucar no Brasil

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar.! A produtividade média
brasileira de cana aumentou 50% nos ultimos 20 anos, de 44 para 67 toneladas de cana por
hectare. O estado de Sao Paulo ¢ o maior produtor brasileiro, com uma produtividade média
de 78 toneladas de cana por hectare, possuindo diversas unidades produtoras que
ultrapassaram a marca de 90 a 95 toneladas de cana por hectare.*”) A cana quando submetida
ao simples processo de esmagamento, fornece de 60 a 75% de suco doce e potavel (garapa ou
caldo de cana), que é rico em sais minerais e aglicares vegetais, como glicose e sacarose.'*!

Assim, a cada 1 tonelada de cana-de-agucar produz-se aproximadamente: 56 kg de actcar, 17

litros de 4lcool anidro e 49 litros de 4lcool ou 120 litros de aguardente.*”

1.2 A Aguardente de Cana-de-acucar

1.2.1 Defini¢cao e mercado

A aguardente de cana-de-actcar € a bebida com graduacao alcodlica de 38 a 54% v/v a
20°C,) obtida do destilado alcoolico simples de cana-de-acticar ou pela destilagdo do mosto
fermentado do caldo de cana-de-agucar, podendo ser adicionada de agucares até 6 g/L (seis
gramas por litro). Cachaca!® é a denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica de 38 a 48% v/v a 20°C, e com caracteristicas

sensoriais peculiares."!

2] Como toda cachaga ¢ uma aguardente de cana, no transcorrer deste texto, a bebida destilada do caldo de cana
fermentado sera tratada como aguardente de cana-de-agucar, ou simplesmente aguardente, visando facilitar a
leitura.
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A aguardente de cana brasileira é a terceiral”’ bebida alcoodlica destilada mais
id d d la vod lo soju,™ N
consumida no mundo, superada apenas pela vodca e pelo soju, 0 entanto, 0 seu consumo
esta basicamente restrito ao territorio brasileiro. A producdo nacional ¢ estimada em 1,3

78] ¢ pelo menos 90% desse total ¢ proveniente da fabricagdo

bilhdo de litros por ano,
industrial.
No Brasil existem mais de 4 mil marcas de aguardente registradas e cerca de 40 mil

891 sendo que as micro empresas correspondem a 99% do numero total de

produtores,
produtores. O setor produtor de aguardente tem se tornado importante na economia brasileira,
gerando uma receita de aproximadamente US$ 500 milhdes e mais de 450 mil postos de
trabalho.*!

A aguardente ¢ produzida em todo Brasil, mesmo em estados onde o cultivo da cana-
de-agucar nao ¢ favoravel. Os maiores estados produtores de aguardente sdo: Sao Paulo
(45%), Pernambuco (12%), Ceara (11%), Rio de Janeiro (8%), Minas Gerais (8%), Goids
(8%), Parana (4%), Paraiba (2%) e Bahia (2%), sendo os trés primeiros responsaveis por
quase toda producdo de aguardente industrial.l”'"

A produgdo de aguardente artesanal ou de alambique estd concentrada nos estados de
Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro (RJ), Bahia (BA) e Sao Paulo (SP), sendo que os estados
de MG e RJ contribuem com quase 50% de toda a producdo nacional de aguardente de
alambique.!”

Apesar de a aguardente brasileira ser conhecida internacionalmente, a sua
comercializacdo encontra-se praticamente restrita ao mercado doméstico. Menos de 2% da
produgdo chega ao mercado internacional (= 2,5 milhdes de litros)." """ Atualmente, a
aguardente ¢ exportada para mais de 60 paises. Em 2010 a base exportadora foi composta por

98 empresas, que exportaram cerca de 10,44 milhdes de litros o que gerou uma receita de US$

16 milhdes.) Os principais paises importadores de aguardente brasileira em 2010, em

) Soju ¢ um destilado alcodlico de origem Coreana, a base de arroz e batata doce.
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volume, foram a Alemanha, com 27% do total, Paraguai (12%), Bolivia (9%), Portugal (7%),

Franga (6%), Estados Unidos (5%) e Espanha (5%)./**!

1.2.2 Aguardente: sistema de producdo

A producao da aguardente de cana-de-agucar pode ser dividida nas seguintes etapas:
colheita da cana, obten¢do e preparo do mosto, fermentacdo, destilagdio do vinho e
envelhecimento (etapa ndo obrigatoria).'"*) A Figura 1 apresenta o fluxograma geral da
producio de aguardente.'¥

Inicialmente a cana-de-agucar ¢ colhida e posteriormente ¢ levada para a moenda para
a extracao do caldo. Este ¢ filtrado e posteriormente levado para a dorna de decantagdo com o
objetivo de separar impurezas, como o bagacilho, terra e impurezas insoliveis. A moagem da
cana deve ocorrer no menor intervalo de tempo apos a colheita da mesma, a fim de evitar
deteriora¢des que ocasionam perdas de rendimento e da qualidade do produto final.['*"*!

O caldo de cana estard apto a ser fermentado apOs os seguintes procedimentos:
dilui¢io para atingir o teor de solidos soluveis entre 14 ¢ 16 graus Brix,'! opcionalmente a
corre¢ao do pH (= 4,5), adicdo de nutrientes (normalmente sais de potéassio, fosforo e
nitrogénio) e ocasionalmente a adicdo de anti-sépticos (para evitar a proliferagdo de

bactérias). Assim, origina-se o mosto fermentado de cana-de-agucar.!'*">!”]

[l No caldo de cana-de-agucar, 1 °Brix equivale a aproximadamente 1g de sacarose por 100 mL de caldo de
cana.
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Colheita e transporte da Cana

Recepedo e Lavagem da Cana
Moagem £
e
I l | $
£
Bagaco Caldo bruto —1
2
l l &
v
I N o
Filtragio e Decantagéo =
. “aldeir: 3
Alimentagio (alil::li‘d [ *
; C R - :
animal Fornalha Dlliuu;ﬂu para corre¢ao do °Brix. ©
ajuste do pH e inoculacdo das
leveduras
Fermentagdo
Coluna Destilagido
Alambique
Separagiio das fragdes
Vinhaca Coragdo Cabeca Cauda
Fertirrigagao
Filtragio Coluna de destilacio para
produgio de etanol ou
I enriquecimento do vinho para
' I redestilagio
Armazenamento Envelhecimento
| ] J
Filtracio
Envase

Figura 1. Fluxograma geral da producio da aguardente de cana-de-agucar.!'"

A fermentagdo alcoodlica, que deve ser realizada em dornas apropriadas, ¢ uma das
principais etapas do processo de produgdo da aguardente. Neste momento, a levedura
metaboliza a glicose produzindo majoritariamente etanol e gas carbonico. A fermentacao deve

ser conduzida em condi¢des adequadas de concentra¢do de agucares e temperatura (entre 26 e
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32°C). Além disto, deve se controlar o pH bem como a higiene, que sdo essenciais para
assegurar os melhores rendimentos fermentativos e evitar a proliferagdo de bactérias
contaminantes (formacio de acido acético, 4acido butirico, alcodis e dextranas).!'**"
Independente do fermento utilizado ser natural (selvagem), prensado, misto ou seco
(granulado), o processo fermentativo, com ou sem a adi¢do de nutrientes, ocorre entre 8 e 32
horas,["***! de forma que as fermentacdes em unidades industriais apresentam ciclos mais
curtos.

O produto resultante da fermentacao alcodlica do mosto recebe o nome de vinho. Este
¢ composto principalmente por agua (89 a 94% v/v), etanol (5 a 8% v/v) e por uma fragao
minoritaria (menos de 1% v/v) formada por um grande niimero de substancias (4acidos,
ésteres, aldeidos, cetonas e alco6is).['*****1 O vinho é normalmente retirado por gravidade das
dornas de fermentacao e levado diretamente para a destilagdo em alambique (cobre, ago inox
ou misto) ou em colunas de ago inox (alto ou baixo grau).!'®!!-17:18:20-22]

A destilagao do vinho pode ser conduzida de forma descontinua ou continua, que sao
realizadas em alambique ou em coluna, respectivamente. Dependendo do aparelho em que a
destilagao ¢ realizada, a qualidade dos produtos obtidos ndo s6 dependera das variaveis
relativas ao projeto dos sistemas de destilagdo, mas também das condigdes em que estes
equipamentos sao operados, tais como: intensidade de calor aplicado, teor alcoodlico do vinho,
cortes (correta separacdo entre cabega, coracao e cauda), pressao de trabalho, vazdes de vinho
e vapor. Desta forma, obtém-se a aguardente que pode ser engarrafada ou ir para tonéis de
madeira para ser envelhecida. Em tempo, quando a destilagdo ocorre em alambiques, apenas a

~ ~ . -12,17,18,20-22
fragio coragio é comercializada.l-!%!7-18:20-221
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1.2.3 Legislacdo da aguardente: composi¢do quimica e requisitos de qualidade

Os padroes de identidade e qualidade da aguardente brasileira sdo determinados e
controlados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)® que
estabelece limites para os seus contaminantes ¢ para o “coeficiente de congéneres”. Este
coeficiente ¢ definido como a soma total da acidez volatil (expressa em acido acético),
aldeidos (em acetaldeido), ésteres totais (em acetato de etila), alcodis superiores (pela soma
do alcool n-propilico, alcool iso-butilico e alcool isoamilico), somando-se a isto os teores de
furfural e 5-hidroximetilfurfural. A somatdria das concentragdes de todos estes compostos
(conteudo total) deve estar entre 200 ¢ 650 mg/100 mL de alcool anidro.!”’

Alguns compostos secundarios, como o metanol, carbamato de etila, acroleina, 2-
butanol e o 1-butanol, sdo classificados como contaminantes organicos, enquanto que o cobre,
o chumbo e o arsénio sdo classificados como contaminantes inorganicos. Em ambos os grupos
de contaminantes, os seus teores sdo controlados pela legislacdo.!” Os seus limites estio

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Teores maximos dos contaminantes organicos e inorganicos estabelecidos pelo MAPA para
a aguardente de cana-de-agucar.!

Contaminante Teor maximo Unidade
Metanol 20,0 mg/100 mL A.A."
Carbamato de etila 150 150 pg/L™
Acroleina 5,0 mg/100 mL A.A."
2-butanol 100 mg/100 mL A.A."
1-butanol 100 mg/100 mL A.A."
Cobre 5,0 mg/L"
Chumbo 200 ng/L”
Arsénio 100 ng/L”

T eqe g . S " EZ— " EE Ja——" .
miligramas por cem mililitros de alcool anidro; microgramas por litro;  miligramas por litro.

O MAPA[Y estabeleceu o prazo de 3 anos, contados a partir de 2005, para a adequagio
dos teores destes contaminates. A excecdo foi o carbamato de etila, cujo prazo estabelecido
foi de 5 anos. Assim, o limite de 150 pg/L deveria ser implantado em junho de 2010. No
entanto, recentemente este prazo foi prorrogado em 2 anos, devendo passar a vigorar a partir

de junho 2012.1!

1.3 Carbamato de Etila (CE)
1.3.1 Propriedades fisico-quimicas e isomeros (conformacionais) do carbamato do

etila

Carbamato de etila (NH,COOCH,CHj3, CE), também conhecido como uretana, ¢ o
éster do 4cido carbamico (NH,COOH).** Possui peso molecular de 89,09 g/mol,
temperatura de ebuli¢do entre 182 - 184°C, e temperatura de fusdo de 49°C.1*>*°! Apresenta-se

na forma de cristais incolores e inodoros, sendo solivel em dgua (100 mg/mL), produzindo
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uma solugdo transparente e incolor. E também solavel em cloroférmio (1,1 g/mL), etanol (1,2
g/mL), 6leo de oliva (31 mg/mL), glicerol (400 mg/mL) e éter (666 mg/mL).*"

Calculos quénticos”! para o CE demonstraram a existéncia de dois isdmeros

conformacionais na fase gasosa (Figura 2). Foi estimado que o conformero I € ligeiramente

mais estavel que o Il em cerca de + 0,33 kJ/mol.

(D (1)

® Oxigeénio ® Nitrogénio ® Carbono ® Hidrogénio

Figura 2. Estruturas dos isdbmeros conformacionais I ¢ I para o carbamato de etila.”"!

1.3.2 Aspectos toxicoldgicos e classificacdo do carbamato de etila

26-28]

O carbamato de etila foi utilizado no inicio da década de 1940, como hipnotico

em seres humano e como anestésico em animais. Descobriu-se posteriormente (1943) que o

[d]

mesmo era carcinogénico - em animais. Trés anos depois, foi descrita a sua atividade contra

leucemia em humanos.*® Desde 1948,1°*) em Drosophila melanogaster,'® sabe-se que este

composto possui carater mutagénico.[ﬂ

[9) Carcinogénico ou carcindgeno é qualquer substincia, isotopo, radiagdo ou outro agente fisico ou bioldgico que
provoque, agrave ou sensibilize o organismo para o surgimento de um céncer.

I Drosophila melanogaster: inseto diptero que apresenta um par de cromossomos “gigantes” que facilita a
observacdo em microscopio.Mutagénico é qualquer substancia que induza a muta¢es genéticas.

[ Mutagénico ¢ qualquer substancia que induza a mutagdes genéticas.
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O carbamato de etila também foi utilizado comercialmente na preparagdo e
modificagdo de resinas contendo o grupo amino, como co-solvente em sinteses (farmacos,
pesticidas e cosméticos), intermediario quimico em sintese organica e também na industria
téxtil.>>* Atualmente, a uretana e outros carbamatos (fenil, metil e butil) sdo utilizados
apenas para fins de pesquisa.[26'29]

Em testes de toxicidade em animais (camundongos, ratos, hamster ¢ macacos), foi
comprovado ser causador de edemas pulmonares, papilomas de pele, linfomas malignos,
hepatomas, carcinomas mamarios, tumores de ovario, hemangiomas[g] hepaticos, tumores
melanodticos de pele e de iris, entre tantos outros.?#23% Estudos em camundongos,
demonstraram que a combinacao de diferentes concentragdes do carbamato de etila (0, 10, 30
e 90 mg/L) com o etanol (0, 2,5 e 5%) levam a formagao de tumores nos pulmées.[29’35]

Em camundongos, demonstrou-se que o CE pode ser absorvido rapidamente e quase
completamente no trato gastro-intestinal e também pela pele. Foi observado que a uretana
distribui-se uniformemente pelo corpo, sendo mais de 90% eliminado rapidamente (dentro de

6xi 26-29,32,33,37-40
6 horas) na forma de dioxido de carbono,?*%%333740]

O metabolismo?’

do CE em camundongos envolve trés vias principais (Esquema 1): a
hidrolise, a N-hidroxilagao ou C-hidroxilacdo e a oxidacdo da cadeia lateral. A hidrélise
(Esquema 1, reacdo I) ¢ catalisada pela enzima esterase, produzindo etanol, dioxido de
carbono e amonia. J& a N-hidroxilagdo (Esquema 1, reagdo II), C-hidroxila¢do (Esquema 1,
reacdo III) e a oxidagdo da cadeia lateral (Esquema 1, reacao IV) sdo catalisadas pelo
citocromo P-450 2E1 (CYP2EI1), levando a formagdo de N-hidroxietil carbamato, o-

hidroxietil carbamato e carbamato de vinila, respectivamente.[%]

&) Hemangiomas sdo alteragdes vasculares na pele.
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O
)L Feagdo de conjugagio
~ %~ 0"~ NH'OH

=y
E" s

Excregdo urinaria

N-hidroxietil carbamato

s, N-hidroxilagdo (CYP2EL)
Y
O

Esterease
/“\DJLM{; ———> CH0OH + CO, + NH;

Carbamato de etila

C-hidroxilagio [Ty vy Omidagdo da cadeialateral Desidrogenase alcodlica
(CYP2ED) (CYPIEL)
0 O
/I\ N )J\ CH— Lo
0" " NH, 07 TN, T
e-hidroxietil carbamato Carbamato de vinila Acetaldeido
(VII)
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0
O )J\
L 07 "NH
CO; + NH; Epoxido carbamato de vinila™ CO,
Conjugacio com ghitationa Excregio urindria
> (CO; + NHj)
OH O (vIIn)
O NH
“DNA, RNA e proteinas 1.2-Dihidroximetil carbamato

Esquema 1. Metabolismo do carbamato de etila em camundongos.*”)

O N-hidroxietil carbamato sofre reacdo de conjugacao e ¢ excretado juntamente com a
urina (Esquema 1, reacdo V). O a-hidroxietil carbamato ¢ metabolizado a dioxido de carbono
e amonia (Esquema 1, reacdo VI), enquanto que o carbamato de vinila ¢ oxidado a epdxido
carbamato de vinila (Esquema 1, reagcdo VII). O epoxido carbamato de vinila ¢ metabolizado
por de uma reacdo de conjugacdo com glutationa,[h] a didéxido de carbono e amdnia, sendo

eliminado na urina (Esquema 1, reagao VHI).m]

] Glutationa é um antioxidante hidrossoltvel.
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O epdxido carbamato de vinila € reconhecido como o principal metabolito responsavel
pela carcinogenicidade[i] do carbamato de etila, uma vez que este pode ligar-se
covalentemente a acidos nucléicos (DNA4 e RNA) e a proteinas (Esquema 1).[26'29’32’3 3:37-40]

Baseados em dados epidemiologicos, o CE foi classificado inicialmente como um
possivel carcin(')geno[d] humano (Grupo 2B) pela International Agency for Research on
Cancer (IARC), e como um provavel carcindgeno humano pela United States Envaironmental
Agency Protection (US EPA).[26'29’34]

A IARC reclassificou o CE em 2007 como pertencente ao Grupo 2A (provavel
cancerigeno para seres humanos). Outros compostos cancerigenos do Grupo 2A incluem a
acrilamida, o arsénio, o chumbo, o merctrio e o gas mostarda (C4H8CIZS).[26'29’34]

Nenhum problema a saude humana foi atribuido a exposicao direta ao carbamato de
etila. A dose limite (Benchmark Dose Lower Limit - BMDL 10) estabelecida durante o
enconto da FAO/WHO Food Standards Programme (Food and Agriculture Organization
World Health Organization) para a uretana ¢ de 0,3 mg/kg de massa corporal por dia. Ja o
consumo médio do CE, quando presente em alimentos, deve ser aproximadamente de 15
ng/kg de massa corporal por dia. Estes valores foram baseados em alimentos fermentados,
incluindo paes, produtos lacteos e molho de soja. Para bebidas alcodlicas o consumo médio

estimado ¢ de no maximo 80 ng/kg de massa corporal por dia. 2728

1.3.3 Legislagoes e limites para o carbamato de etila em bebidas

O Canada foi o primeiro pais a introduzir (1986) limites maximos para a presenc¢a do
carbamato de etila em bebidas alcodlicas, como medida de protecdo a satide humana. Outros
paises como os Estados Unidos, Republica Tcheca, Franga, Alemanha e a Sui¢a, também

resolveram controlar a presenga de CE. Assim cada pais passou a estabelecer seus proprios

I Carcinogenicidade refere-se & possibilidade de uma substancia ser capaz de induzir a um carcinoma.
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regulamentos, estabelecendo limites para este contaminante, quando da producdao e
importacio de bebidas alcodlicas.?’>*!

No Brasil, a presenca do carbamato de etila em aguardente de cana ¢ mencionada na
Legislacio desde 2005.1 No entanto, como ja citado anteriormente (se¢do 1.2.3), o limite 150
ug/L estabelecido para a aguardente passard a vigorar a partir de junho 2012.*>! A Tabela 2

apresenta os limites para a uretana estabelecidos por alguns paises para cada tipo de destilado.

Pode ser observado que o teor maximo de uretana depende do tipo de bebida.

Tabela 2. Teores do carbamato de etila (ng/L) estabelecidos por diferentes paises para cada
tipo de bebida. "

Pais Vinho Vinho fortificado” Uisque Saque Brandy Aguardente
Canada 30 100 150 200 400 -
EUA 15 60 - - - -
Republica Tcheca 30 100 150 200 400 -
Franca - - 150 - 1000 -
Alemanha - - - - 800 -
Suica - - - - 1000 -

Brasil - - - - - 150

" Vinho que teve seu teor alcodlico aumentado por meio da adicdo de etanol.

A literatura relata os teores de uretana em uisque, vinhos, rum, destilados de origem
coreana, saque, grapa, gim, tequila, mescal, cerveja, aguardente, entre outras bebidas. A
Tabela 3 apresenta a variacdo dos teores de uretana quantificados para algumas destas
bebidas, onde os teores variaram de ndo detectado a 7300 pg/L."*'> Observa-se que os teores
de uretana sdo bem diferentes, dependendo do tipo de bebida analisada. Para um mesmo tipo

de bebida, também ¢ verificado uma diferenca significativa nos teores de CE.
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Tabela 3. Variacio dos teores de carbamato de etila (ug/L) em bebidas alcodlicas.*!”
55]

Bebida Variacao dos teores de CE (ug/L)
Aguardentes em 2005 32-936
Aguardentes em 2006"" 12 — 546
Aguardentes em 2008"* 45 - 1752
Aguardentes em 2010P* 30308
Cervejal™ 10— 150
Destilados Coreanos!*® N.D. - 15,4
Destilados de frutas com carogo (stone-fruit brandie)>" 0-7300
Gin™? "N.D. - 100
Grapa!*”! "N.D. - 68
Uisquel*! 64 — 400
Sidras™ <1,6 - 67
" Palinka™" 30 2006
Rum®™ <5-25
Saquet™ 81— 164
Tequila e mescal™ <10-300
Tiquira*! 44 - 6130
Vinho (branco e tinto)** "N.D. - 125
Vinho (branco, tinto, Porto e Madeira)[So] 3,2-132
Vinho (branco, tinto e fortificado)*”! "N.D. - 56
Vinhos espanhois®” "N.D. - 24,7
Vinho de arroz chinés!*®! <73-242

"N.D. = nio detectado;  Destilado de fruta, de origem hiingara ou austriaca.

1.3.4 Ocorréncias naturais e reacoes envolvidas na formacdo de carbamato de etila

Uma das rotas propostas para a formagdo do carbamato de etila envolve a uréia
(H.NCONH;) em meio acido, na presenca de etanol (Esquema 2, reacdo I). A uréia
decompode-se termicamente em amonia (NH3) e 4cido isocianico (HCNO), e este reage com o

etanol levando a formagdo de CE.2628°060-621 o decomposicdo da uréia em isocianato e
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cianato em solugdo de etanol/agua, a temperaturas entre 60 ¢ 100°C, também pode produzir a

uretana (Esquema 2, reagfo II).202%°0]

— I I
NCO/CNO- + H' <,— H,NCONH, — —> NH;NCO —> NH; + HCNO

Uréia

C-H;O0H/H™ C,HsOH/H™

NH,COOPOH, + CH:OH—> C,H,CONH,

carbamil fosfate

C:HsOH

C,H,0,N,

: Azodicarbamida
Rezgio enzimatics Oxidagia

RC=N "~ >HC=N—">HOC=N

Glicosideo cianogénico

Esquema 2. Propostas para a formagao do carbamato de etila a partir da uréia, do carbamil
fosfato, de glicosideos cianogénicos e da azodicarbamida.[262%>66°]

Diferentes precursores do CE (citrulina e carbamil fosfato) sdo gerados naturalmente
durante a fermentagdo, principalmente durante a fermentagdo malolatica.l’? A etanélise destes
compostos, como por exemplo, a do carbamil fosfato (NH,COOPO3H;), conduz a formagao
) [26:28.56-59,63,64,66]

de uretana em vinhos (Esquema 2, reagao III

~ L . - [26-28,60.67.68
Outra fonte natural de formagio de uretana ocorre via o fon cianeto (CN),[26-28:60:67.681

Existem mais de 2000 espécies vegetais que produzem glicosideos cianogénicos (Figura 3),
presentes na cevada, arroz, mag¢a, manga, malte, mandioca e cana-de-agucar. Estes glicosideos
sdo degradados enzimaticamente, gerando agucar e cianoidrina [RoC(OH)CN], que se
decompde rapidamente a ions CN . Os ions cianeto podem ser oxidados a ions cianato (OCN”

) e estes reagem com o etanol para formar o CE (Esquema 2, reagao [V),[26-28:60.67-69]

U Fermentagio malolatica é a transformagdo do 4cido malico em 4cido latico pelas leveduras e/ou bactérias, a
partir das proteinas.
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Dhurrin Linamarin

Figura 3. Exemplos de alguns glicosideos cianogénicos.[69]

A azodicarbamida® (C,H40;,Ny), outrora utilizada como aditivo na producao de paes e
de cervejas, € outro exemplo de possivel de precursor da uretana. Em meio alcoolico
(Esquema 2, reagdao V), a azodicarbamida pode ser convertida em CE e em outros gases

o L o Aoy [28
(nitrogénio, monoxido de carbono, didxido de carbono e amonla).[ ]

1.3.5 Precursores de carbamato de etila em vinhos

Em vinhos, foi descrito que a presenca de CE pode estar relacionada com o tipo de

[

levedura e com os subprodutos do seu metabolismo.’**” Experimentos realizados com

(1 ]

solucdes modelo de vinho fortificado demonstraram que a uréia,” a citrulina,[m e 0os N-

carbamil fosfatos (oriundos da levedura) sdo os principais precursores do CE. Estes
. . ~ [43,70,72-74]
compostos, ao reagirem com o etanol, levariam a formagado de uretana.
Foi verificada a presenca de arginina (C¢H;4N4O,)"* em vinhos produzidos a partir de
uvas, que sofreram a adubacdo nitrogenada em relacdo aos ndo adubados. Os vinhos foram
armazenados durante 10 anos (temperatura ambiente entre 11,7 — 14,4°C) e apds este periodo

foram analisados quanto ao teor de carbamato de etila. Os maiores teores de uretana foram

observados para os vinhos que receberam adubagao nitrogenada.

(' A azodicarbamida atualmente ¢ utilizada na industria de plasticos e de borracha como um agente expansivo.
1 ST . \ ~ A

M A uréia ¢ degradada pela Saccharomyces cerevisae, levando a formagao de amonia.

™ A degradagio da citrulina leva a formagdo da arginina, um dos principais aminoacidos encontrados na uva.
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A formacdo de carbamato de etila foi estudadal’™ durante a fermentagio de sucos de
uva (Chardonnay) adicionados de arginina (CsH4N40;), acido glutdmico (CsH9NOy,), uréia e
amonia (NHj3). Observou-se que a adigdo de arginina durante a fermentagcdo favoreceu o
rapido crescimento intracelular da levedura, levando a conversao de arginina a ornitina
(CsH12N,0,) e em uréia, e consequentemente a uretana. A adicao de arginina associada ao
acido glutamico, amonia e a uréia durante a fermentacdo, também aumentou a concentragao
final de uretana. A formacao do CE foi descrita como sendo de ordem zero tanto para a uréia

como para a citrulina,!””

com energias de ativagdo (20% v/v etanol e pH 3,2) estimadas em
107 kJ/mol e 113 kJ/mol, respectivamente.

Experimentos realizados!’” com solu¢des modelo de vinho, adicionadas de uréia
demonstraram que a concentracao final de carbamato de etila depende da concentracdo de
uréia adicionada e que diferentes teores alcodlicos levam a concentragdes finais diferentes. A
concentracdo final de uretana foi proporcional ao teor alcodlico e a concentragdo de uréia
adicionada ao vinho. A taxa de formag¢do calculada para o CE a 80°C nas solug¢des de vinho
(20% v/v de etanol) fortificados com uréia foi 3,1 nmol/L/h.

O teor de carbamato de etila e de possiveis precursores (uréia e citrulina) de CE foi

monitorado!”!

em vinhos (tinto, branco e fortificados), considerando-se tempo de estocagem e
a temperatura. A energia de ativagao calculada para a formacao do CE a partir da uréia e da
citrulina foram, respectivamente, 127 kJ/mol e 108 kJ/mol. A reagdao foi considerada de
primeira ordem em relagdo a uréia e a citrulina, com constantes de velocidade de formagao a
25°C de 4,3 x 103 /s e 6,4 x 10 /s, respectivamente.

Foram estudados!’® os teores de carbamato de etila em vinhos (adicionadas e ndo
adicionados com enzima urease), que posteriormente foram armazenados a 40°C, durante seis
meses. Verificou-se que os teores de CE foram menores para os vinhos tratados com a

enzima. A energia de ativagdo calculada para a formacdo do CE a partir da uréia foi 26

kcal/mol.
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O efeito da temperatura de armazenamento (22 a 43°C), do tempo (3 a 12 meses) e das

condi¢des de iluminagdo (auséncia de luz, luz fluorescente e luz verde) foram avaliadast’” e

m
vinhos (branco e tinto). Foi verificado que a concentragdo de CE aumenta linearmente em
funcdo do tempo e da temperatura, a diferentes taxas. A iluminagdo nao exerceu influéncia
significativa na velocidade e na concentragdo final de uretana.

A utilizagdo de fungicidas como conservantes em vinhos, como o dimetil dicarbonato

(C4HgOs) e o dietil dicarbonato (C¢H;9Os) foi comum na industria de vinhos até 1972, apds o

que foi demonstrado!’® que a adicdo de dietil dicarbonato leva a formagdo de CE em vinhos.

1.3.6 Formacdo de carbamato de etila em meio hidroalcoolico

O ion cianato (OCN") e o seu isomero isocianato (NCO") sdao descritos como os
principais precursores que levam a formagdo do carbamato de etila em bebidas destiladas.!””-
617178801 A formacdo dos fons CNO™ e NCO', oriundos do ion cianeto (CN"), ainda ndo esta
devidamente esclarecida, uma vez que a oxidagdo do ion CN™ a CNO™ necessita de oxidantes,

como H>O; ou de ions hipoclorito.“7’18’28’59’61]

E proposto”®”! que a reagio envolvendo o fon cianeto pode ocorrer principalmente na
presenga dos ions de cobre (Cu II) e/ou de ferro (Fe II), que atuariam como catalisadores
(Esquema 3). Em solug¢do, os ions de cobre (II) complexam-se com os ions cianeto (Esquema
3, reagdo I), podendo ocorrer a oxidagdo a cianogénio (Esquema 3, reacdo II), e uma reagdo

de desproporcionamento de cianogénio a cianato e a cianeto (Esquema 3, reacdo III). O

cianato, em meio acido, pode reagir com o etanol formando o CE (Esquema 3, reagdo

IV).[17,18,28,59,61]
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4CN" + 2Cudl) —» 2Cu(CN), )
2Cu(CN), — » 2Cu(CN) + GCN, (II)
N, + 2H,0 > OCN + CN + 2H (I11)
OCN + GCHsOH + H — » C,HsOCONH, (IV)

Esquema 3. Proposta para a formagao de carbamato de etila envolvendo o ion cianeto e tendo
o cobre (II) como catalisador.'"-#2%3%61]

Via alternativa considerada seria a formacdo de um ciano complexo de cobre (II) em
solugdo aquosa (Esquema 4, reagdes I e II), por meio da coordenacdo do anion cianato com o
centro metalico com o atomo de nitrogénio (Esquema 4, reacao I). Uma vez que o dtomo de
carbono encontra-se mais eletroposivo, devido a coordenagdo ao centro metalico, este

favoreceria o ataque nucleofilico do etanol, levando a formagdo do CE (Esquema 4, reagao

H)'[17,18,28,59]

Cu(CNO), + 2H,0 —— » Cu(OOCNH,), )

Cu(OOCNH2)2 + 2 C2H5OH —» 2 CszOCONHz + Cu(OH)z (H)

Esquema 4. Proposta para a formagdo de carbamato de etila através do ataque da molécula de
4gua ao ciano complexo de cobre em solugdo alcodlica.***”!

Outra possibilidade envolveria o ataque do ciano complexo de cobre ao etanol
formando uma unidade carbamica (Esquema 5, reagdo I), que posteriormente sofreria o ataque

de uma molécula de 4gua para formar o CE (Esquema 5, reacio II).1%”)

Cu(CNO), + GC,HsOH — » (OCN)CuNHC(O)OC,Hs )
(OCN)CuNHC(0)C,Hs + H,0 — » (OCN)Cu(OH) + C,HsOCONH, (II)

Esquema 5. Proposta para a formagdo de carbamato de etila através do ataque do ciano
complexo de cobre ao etanol.**”!
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Estudos realizados®” em saque, licor e solu¢des modelo de etanol que foram
adicionadas de sais de cianeto [KCN, Ni(CN),.2KCN, CuCN], cianato (KCNO) e tiocianato
(KCNS), conduziram a formacao do carbamato de etila. Foi observado que a concentragao

final de CE depende do teor alcoolico e da concentragdo do sal adicionado.

1.3.7 Precursores de carbamato de etila em bebidas destiladas

A formacao do carbamato de etila em amostras de uisque, produzidas por meio da
destilacio em aparatos confeccionados de cobre ¢ de vidro foi investigada.l®” Segundo os
autores, a concentracao de CE foi cerca de doze vezes maior para o uisque destilado em
coluna de cobre em comparagao ao uisque destilado em coluna de vidro. Foi observado que o
teor de uretana estabilizou cerca de 48 horas apds o final da destilacdo. Além disto, o
aquecimento (50°C) das amostras de uisque recém destiladas promoveu a diminui¢do deste
periodo (< 4 horas). Outra observagao foi que a adigdo de sal de EDTA a amostras recém
destiladas que continham 10 pg/L de ions de cobre, inibiu a formac¢ao de uretana.

Estudos realizados®® em residuos de corrosio, depositados sobre uma coluna
retificadora de um alambique de cobre (Aparelho Coffey de destilagio)™ permitiu identificar
a presenca de diversos fons (CN, S, CNO, CNS, Cu’, CuCN, CuCNO", Cu(CN), ,
CUCNS , Cu(CN),S , Cuy(CN)3 , Cus(CN)4 ) que podem ser considerados como possiveis
catalisadores/precursores de carbamato de etila em bebidas.

A influéncia do cobre e do ferro na oxidagdo do cianeto a cianato, bem como a
conversdo do cianato e da uréia em carbamato de etila foi estudado?” utilizando-se solucdes
de etanol (30% v/v). Verificou-se que ocorre a formacdo de CE em solugdes alcoodlicas

fortificadas com KOCN (adicionada de sais de Cu II, Fe II e Fe III) e de uréia (com sais de Cu

"] O aparelho Coffey de destilagio ¢ um dispositivo de destilagio constituido de duas colunas. A primeira ¢
coluna ¢ utilizada para a obtengo de etanol do mosto fermentado. Ja a segunda, chamada de coluna retificadora,
concentra o etanol em 94% v/v. Este posteriormente é diluido com agua a 64% v/v, originando o uisque.
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II). Além disto, foi demonstrado que a oxidacdo do cianeto a cianato ocorre
independentemente da concentragdo de oxigénio dissolvido na solugdo alcodlica.
A influencia da luz no teor de carbamato de etila foi investigada em amostras de

uisque recém destilado.”™

Observou-se que as amostras que foram expostas a luz
fluorescente, atingiram a concentra¢ao final de CE em um tempo menor do que as mantidas
no escuro. O aumento no teor de uretana foi associado a redu¢ao dos ions de cianeto e cianato,
presente nas amostras de uisque, ions estes cujas concentracdes foram monitoradas

simultaneamente com o CE. Segundo estes mesmos autores,”’!

os uisques que foram
armazenados em tonéis de carvalho, a temperatura ambiente, apresentaram comportamento
semelhante ao observado para os uisques expostos a luz.

A formacgdo de carbamato de etila foi investigada em solugdes modelo com etanol
(12% v/v, pH 5) na presenca de isocianato de potassio.””” Verificou-se a formagdo de CE em
solugoes adicionadas de isocianato, com constante de velocidade &; de 2,0 x 10 a 40°C. A
reacdo de formacdo do CE foi considerada de ordem zero para o isocianato, com energia de
ativagao de 76,2 kJ/mol e de ordem 1 para o etanol.

Foi observado um aumento nos teores de uretana em vinhos ap6s terem sido destilados
(grapa),’™ os quais estabilizaram-se em 16 horas apos a sua destilagio. A constante de
formacdo do CE foi favorecida pela presenca de cobre e de luz, em comparagdo com amostras
isentas de cobre a mantidas no escuro.

Foi demonstrado!¥

que n-carbamil compostos reagem com o etanol (pH 3,2) levando
a formacgdo de uretana. Para uma mesma concentracdo de uréia adicionada a solugdes com

diferentes teores alcoolicos (5, 12,5 ¢ 20 % v/v de etanol) foi observado concentragdes finais

diferentes de uretana, concentragdes estas que aumentaram com o aumento do teor alcodlico.
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1.3.8 Formacdo de carbamato de etila durante a destilacdo

Por apresentar um elevado ponto de ebuligdo (182 - 184°C), acredita-se que apenas
uma pequena parte do carbamato de etila em solugdo (fase liquida) ¢ arrastada durante um
processo de destilagdo, onde a temperatura ndo ultrapassa a 92°C. Acredita-se que a uretana
pode ser transportada em uma nuvem de aerossol através do condensador durante a
destilagdo. 272839601

Em fungdo dos seu baixo ponto de ebuli¢do (< 30°C) o 4cido cianidrico (HCN) seria
destilado e reagiria com o etanol na coluna produzindo o CE em fase gasosa ou por reacdes
heterogéneas. Este processo ocorreria preferencialmente em aparelhos de destilagao

confeccionados em cobre (Reagdo 1).[2728%:60]

HCNg, + 120, ~“» HNCO =—= HOCN

Reacido 1. HCN em fase gasosa, na presenc¢a de Cu originando acido isocianico (HNCO) acido
cianico (HOCN).127:28:39:60]

O acido isocianico (HNCO) (Esquema 6, reagdao I e II) e o acido cianico (HOCN)
(Esquema 6, reacoes III e IV), gerados durante a destilacao, poderiam reagir com o etanol ou
permanecer em fase gasosa produzindo ou ndo intermediarios como o acido carbamico
(Esquema 6, reacdo I) e o cianato de etila (Esquema 6, reacdes III e IV). Em ambos os casos

ocorreria a formagio de carbamato de etila no destilado.!”!

HNCO + H,O — » H,NCOOH + C,HsOH — *» H,NCOOC;Hs + H,O (I)
HNCO + CHsOH — » H;NCOOC,Hs (D)

HOCN + GCHsOH — » CHsNCO + HO (111)

CHsNCO + H,O —» H;NCOOC,Hs (Iv)

Esquema 6. Proposta para a formacao de carbamato de etila a partir do HNCO e do HOCN
durante a destilagio.””
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1.3.9 Propostas para a eliminagdo dos precursores do carbamato de etila em vinhos

e destilados

Em fungdo dos varios precursores (uréia, arginina, citrulina e n-carbamil fosfatos,
cianeto, cianato e glicosideos cianogénicos), dos diferentes e complexos mecanismos
envolvidos na sua formagdo e de fatores (temperatura, pH e iluminagdo) que podem

influenciar a sua formagao, ndo existe uma metodologia adotada universalmente para prevenir

[26:28] A

e/ou reduzir os teores de uretana em alimentos e bebidas. seguir sdao relacionados

trabalhos que destacam algumas medidas preventivas com respeito ao CE.
Em alimentos fermentados uma soluc¢ao para a reducao nos teores de CE encontrada
foi diminuir a concentracdo dos seus possiveis precursores (citrulina, arginina, entre outros),

por meio da utilizagdo de cepas de leveduras selecionadas que produziriam baixas

concentragdes de uréia durante a fermentagio.[*%55

Outra estratégia ¢ a utilizagdo da enzima urease para limitar a concentracdo de uréia.

[28,83-85

Sabe-se entretanto que a maioria das ureases sao inativas em meio acido. I Atualmente,

para superar este problema, existe no mercado ureases de Lactobacillus fermentum resistentes

ao meio 4cido e que sdo utilizados na producdo de vinhos e bebidas fermentadas.?*3*]

Observou-se que a adicdo de urease acida em extrato bruto de saque japonés (20% v/v de

etanol), que continha inicialmente cerca de 35 mg/L de uréia, reduziu em mais de 95% esta

61]

concentracdo.®! Infelizmente a utilizagdo da enzima urease acida tem se mostrado

desfavoravel, em fungio dos custos envolvidos na sua obtencdo.*”

Em geral, para vinhos, boas praticas agricolas, o monitoramento da adubacdo
nitrogenada, a selecdo das leveduras comerciais, o controle da temperatura durante o
armazenamento e o transporte reduzem os teores de carbamato no produto final. Acdes
preventivas sdo importantes considerando-se que a uréia ndo é o unico precursor de

uretana.[26'28]
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Em bebidas destiladas, ¢ descrito que uma das maneiras de se prevenir a formacao de
carbamato de etila seria a eliminacao de ions cianeto presentes na matéria prima antes da

etapa de destilagdo e também a eliminagdo e/ou diminuicao dos teores de cobre presente nos

sistemas de destilacdo.l?*2*

A elimina¢ao dos ions cianeto pode ocorrer utilizando a enzima rodanase (tiossulfato-
cianeto sulfotransferase)®!! Neste caso pode ser utilizada para a detoxificacio!”de ions
. . o _ [28,61,86]
cianeto, originando compostos menos toxicos como sulfito e o tiocianato. Dados da
literatura apontam que a utilizacdo da enzima rodonase em solu¢des modelo (= 30% v/v de

etanol) fortificadas com o ion cianeto, apresentaram uma reducdo de 80% do teor de CE

formado apos o tratamento destas solu¢des com a enzima.[®!

[17,18,28,59-61,78]

Como o cobre (II) € considerado um possivel catalisador na formagao do

carbamato de etila, existem diversas propostas para a sua remoc¢do em bebidas apds a

destilagdo. A utilizagao de procedimentos, como a percolacdo do destilado por resinas de

[87-88] 89] [91

troca i0nica, carvio ativado,’™ carvio vegetal,[***" quitosana,”! pela bidestila¢io (dupla

[92,93]

destilagao) ou por meio do tratamento com CaCO; ou MgCO;,®* tem sido dscritos.

Entretanto estes procedimentos podem extrair outros compostos além do cobre (alcodis

superiores, aldeidos, e ¢&steres) que sao indispensaveis a qualidade sensorial da
[17,18,87,93,94] . = . .

aguardente. Apesar disto, em estudos recentes ndo foi possivel estabelecer uma

clara relacdo entre os teores de cobre e os teores de carbamato de etila em guardentes.*'*”]

1.3.10 Perfil dos teores de carbamato de etila em bebidas alcodlicas

Pouco existe sobre e génesis e o controle de carbamato de etila em aguardente de cana.

A literatura em sua maioria limita-se a reportar os seus teores em diferentes amostras de

17,18,21,24,42,96-98
aguardente,!!18:21-24.42.96-98]

l°] Detoxificagio ¢ a eliminagdo de substincias consideradas toxicas ao organismo.
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A Tabela 4 apresenta um resumo dos teores médios, os teores maximos € a
porcentagem de amostras com teores carbamato de etila acima do limite estabelecido pela
legislacdo brasileira (150 pg/L).[ Tratam-se de aguardentes produzidas em diferentes estados

brasileiros [17,18,21,24,41,42,96-98]

Observa-se também que os teores médios bem como a
porcentagem de amostras de aguardente com concentracdo de uretana acima de 150 pg/L,

independem do estado de origem ou do tipo e configuragao do sistema de destilagdo utilizado

na sua producao.
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Tabela 4. Teores médios de carbamato de etila (ug/L) em aguardentes (alambique e coluna) produzidas em diferentes estados Brasileiros.

Bebida Estado Tipo de destilacao Nimero Teores médios (ng/L) Teor % [CE] >
amostras maximo 150 png/L
Aguardente”” SP Alambique e coluna 13 330 1200 69
Aguardente* MG, RJ, SP, ES, AL, Alambique e coluna 126 770 (alambique: 630; 5700 79
BA, CE, MA, PB, PE, coluna: 930)
PL PR, RS, SC, GO
Aguardente!”™™ MG Comerciais 22 1200 12380 77
Aguardente!'"'®] RJ Alambique e coluna 34 170 (alambique: 110; 710 44
coluna: 310)
Aguardente!””’ MG Alambique 69 890 2610 93
Aguardente!*"! SP Alambique e coluna 108 140 1390 27
Aguardentel®® PB Coluna 25 220 700 68
Aguardente®™  SP, CE, MG, PE, PR, Alambique e coluna 42 270 (alambique: 150; 1540 56
RJ coluna: 370)
Aguardente®’ PE Alambique e coluna 33 180 (alambique: 60; 530 55
coluna: 30)
Aguardentel®"! SP Alambique 73 110 1290 15
Aguardente!*" SP Coluna 42 420 3370 83
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A Tabela 5 apresenta uma comparagdo entre os teores de carbamato de etila em

aguardentes oriundas de um mesmo produtor, mas de diferentes tipos de vinho de cana-de-

]

aclicar (safras diferentes).” Observa-se que o teor de carbamato de etila variou

consideravelmente para amostras diferentes oriundas de um mesmo produtor.

Tabela 5. Variagdo da concentragdo de CE em amostras de aguardente no periodo de 2006 a
2010,”* considerando-se um mesmo produtor.

Concentraciao de carbamato de etila (ng/L)

2006 2008 2010
Produtor A 23 68 170
Produtor B 80 136 190
Produtor C 80 <5 81
Produtor D 150 <5 <5
Produtor E 39 45 77
Produtor F 85 94 109
Produtor G 371 181 1500
Produtor H 105 <5 57
Produtor I 84 94 116

A variacdo na concentracdo de carbamato de etila em aguardentes, ao longo do

periodo de 2001 a 2010 (Tabela 6), foi avaliada em 487 amostras de aguardentes comerciais

produzidas por pequenos produtores (até 20.000 L/ano).>"!

A Tabela 6 apresenta a concentragdo média, mediana, maxima e minima dos teores de
uretana para amostras de aguardente, observados no periodo de 2001 a 2010. A Figura 4

apresenta a curva de varia¢io da concentra¢io de CE para o mesmo periodo.”*
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Tabela 6. Numero de amostras, mediana, concentragdo minima ¢ maxima de carbamato de
etila (ug/L) em aguardentes analisadas no periodo de 2001 a 2010.5°%

2001 2002 2004 2005 2006 2008 2010

N° de amostras 126 108 36 43 56 50 67

Mediana da concentracio 479 90 108 157 130 65 87

Concentracao minima 13 10 30 32 10 44 30
Concentraciao maxima 5690 2180 460 1162 1667 752 1500

% de amostras com [CE] >150 pg/L 79 31 33 47 24 20 23

Considerando-se os resultados apresentados na Tabela 6 e¢ na Figura 4.°Y Foi
observado uma tendéncia na diminuig¢do nos teores de carbamato de etila, em termos de sua
mediana. Em 2001, 79% das amostras encontravam-se fora do limite permitido, sendo que

este valor decaiu para 47% em 2005 ¢ para 23% em 2010.5
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Figura 4. Variacdo da mediana de concentragiio de carbamato de etila ao longo da tltima década.

1.4 Técnicas Instrumentais para a Andlise de Carbamato de Etila

Em termos instrumentais, a determina¢cdo de CE em bebidas e alimentos, ¢ limitada
em funcdo dos baixos teores deste analito e também pelos possiveis interferentes presentes na
matriz.”" Assim, a uretana pode ser determinada diretamente ou apods pré-tratamento (clean
up e/ou concentragdo) via extracdo com solvente, extracdo em fase solida (solid phase
extraction — SPE) ou por micro extracdo em fase solida (solid phase micro-extration —
SPME) [26:28:100]

Dentre as técnicas instrumentais mais utilizadas para a determinagdo de CE destaca-se
a cromatografia gasosa (gas chromatography - GC), utilizando-se o detector por

espectrometria de massa (mass spectrometry - MS). Existem ainda metodologias que
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empregam o detector por condutividade térmica (thermal conductivity detector - TCD) ou o
detector de ionizacdo em chama (flame ionization detector - FID).12¢2841:42:64.9]
Adicionalmente, também podem ser empregadas a analise via cromatografia liquida
utilizando-se detector de fluorescéncia (high-performance liquid chromatography with
Sfluorescence, HPLC - FLD) por meio da derivatizagdo com 9-xantidrol ou por cromatografia
em camada delgada (thin-layer chromatography - TLC) apo6s a derivatizacdo com
cinamaldeido.[**%-100-101]
O emprego da cromatografia gasosa, utilizando detector de espectrometria de massas

(GC — MS) apresenta®'**! limite de quantificagio adequado ao controle de qualidade (30

pg/L), é rapido e pode ser conduzido por inje¢do direta da amostra.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram verificar a possibilidade de eliminar ou reduzir os
teores de carbamato de etila em aguardente de cana-de-agucar e verificar a influéncia dos ions
cianato na formag¢ao de CE. Para tanto, decidiu-se acompanhar a formagao de CE ao longo de
um processo produtivo, buscando-se identificar quais as etapas e os fatores mais importantes
que levam a formacao de uretana em aguardentes. Além dos experimentos com aguardente
recém destiladas (coletadas in loco), solu¢des hidroalcodlicas (aguardente) fortificadas com
cianato de potéassio foram utilizadas para avaliar a influéncia deste ion na formagao da

uretana.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Os reagentes e solventes utilizados foram sempre de grau analitico ou cromatografico
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany), Mallinckrodt Baker (Paris, KY), Fluka (United
kington) e Carlo Erba (Milano, Italy). O acetato de sédio (C,H3;NaO, . 3H,0O, pureza de
99%), éacido acético glacial (CH3COOH), 4&cido cloridrico (HCI, 37%), é&cido 2-
aminobenzoéico [C7H7NO,, > 98%], acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, C;oH;6N,Os,
99,99%), carbamato de etila (C3H;NO;, > 99%), carbamato de propila (C4HoNO,, > 98%),
cianato de potassio (KOCN, > 97%), cianeto de sodio (NaCN, 98%), cloreto de ferro (II)
(FeCl, . 4 H,0, > 99%), cobre (1000 mg/L), ferro (1000 mg/L), hidroxido de sodio (NaOH, >
98%), sulfato de amonio [(NH4),SO4, > 98%], sulfato de cobre (II) (CuSO, . 5SH,0, 98%) e
uréia [(NH;),CO] foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co.

Os solventes acetona (CH3COCHj3, > 99,9%) e etanol (C;HsCOOH, > 99,5%), todos
de pureza cromatografica, foram adquiridos respectivamente, da J.T. Backer e Tedia -
Phillipsburg, NJ. A é4gua utilizada foi previamente destilada e, a seguir deionizada por um
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Para os estudos cinéticos de formagao de carbamato de etila, optou-se por utilizar uma
aguardente (“aguardente de referéncia”) como solvente ao invés de etanol PA. Isto por

considerar que um blend de aguardentes seria mais representante para simular uma situagao

real.

3.2 Andlise de Carbamato de Etila

As andlises de carbamato de etila foram efetuadas seguindo metodologia descrita na

literatura.!*"** Utilizou-se um cromatégrafo para fase gasosa (GC/MS) Shimadzu, modelol7-
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A, com detector de massas Shimadzu QP-5050, usando impacto eletronico de 70 eV como
modo de ionizag¢ao e operando no modo S/M (monitoramento de ion seletivo com razao m/z
62).

Os padroes de carbamato de etila e carbamato de propila (padrao interno) foram
diluidos em solugdo de acetona e agua deionizada (Milli-Q) na propor¢ao de 1:1, para a
preparagao da solugdo estoque 4,30 mg/L.

As aguardentes foram quantificadas por meio de uma curva analitica (30 - 1000 ug/L)
com coeficiente de correlacdo de 0,996, por meio da injecdo de 1 uL de amostra. Os limites
de detec¢ao (L.D.) e quantificagdo (L.Q.) para o CE foram de 10 pg/L e 30 pg/L,

respectivamente, calculados com base na razio sinal/ruido.!'™”

3.3 Analise dos ions Cobre e de Ferro

A analise de cobre e ferro na aguardente de referéncia, utilizada nos experimentos com
solucdo modelo, foi realizada utilizando-se metodologia descrita na literatura.!'®*! Utilizou-se
um espectrometro de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado (/CP-OES,
Inductively coupled plasma optical emission spectrometry) Perkin Elmer, modelo Optima
3000 dual view, com nebulizador do tipo pneumatico concéntrico.

Utilizaram-se as seguintes condi¢cdes experimentais: detec¢ao na configuragao coaxial,
poténcia de radiofrequéncia de 1300W, fluxo de argonio no nebulizador de 0,80 L/min., fluxo
de argonio no plasma de 15 L/min., fluxo de argénio no resfriamento de 0,50 L/min., fluxo da
amostra de 1,0 mL/min.. A aguardente de referéncia foi quantificada por meio de padrdo

externo de cobre (0,5 a 8,0 mg/L) e de ferro (0,5 a 5,0 mg/L).
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3.4 Determinacgdo de pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se um pHmetro, lon Analyser
Radiometer Analitical modelo PHM250 Meter Lab, equipado com um eletrodo de vidro,
combinado com um eletrodo de referéncia Ag/AgCl, em KCI 3 mol/L. Para a calibracao deste
equipamento foram utilizados os seguintes padrdes de pH (IsoSol® — Quimlab): pH 4,00 tipo
biftalato, pH 7,00 tipo fosfato, pH 10,00 tipo carbonato todos rastreados junto ao National
Institute of Standards and Technology (NIST).

A fim de minimizar os desvios nas medidas de pH, em fun¢do do potencial de juncao
liquida, as solugdes modelo de aguardente foram diluidas em dez vezes do seu teor alcoolico
original utilizando-se agua deionizada (Milli-Q) antes da medida. Os valores de pH foram
corrigidos considerando-se a diluicao efetuada. Nao foi observado variagao do pH apds a

realizagdo dos experimentos cinéticos.

3.5 Amostras

3.5.1 Aguardentes comerciais

Foram analisadas as concentragdes de carbamato de ctila em 14 amostras de
aguardentes originais,” adquiridas no mercado com teores alcodlicos ente 48 e 59% v/v em
etanol. No intuito de se avaliar a eficiéncia de uma segunda destilacao na reducdo do teor de
uretana, estas aguardentes (500 mL) foram novamente destiladas em laboratdrio, obtendo-se
novas fragdes alcodlicas (coragdo), que também foram analisados quanto a concentragdo de
CE.

Com o objetivo de verificar a influéncia do teor alcodlico (% v/v) nos teores de

carbamato que acompanham o destilado, foram obtidos por diluigdes sucessivas de uma

[P} Neste trabalho, aguardente original refere-se as aguardentes comerciais cujo teor de carbamato de etila
encontrava-se estabilizado.
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aguardente com agua deionizada (Milig-Q Millipore) amostras com diferentes teores
alcodlicos.

A amostra diluida foi a aguardente O (secdo 4.1), que possuia inicialmente 47% v/v
em etanol. A sua diluigdo originou seis novas amostras de aguardente com 8,0; 24; 28; 33; 38
e 42% v/v em etanol. Estas novas aguardentes foram novamente destiladas e posteriormente

analisadas quanto ao teor de carbamato de etila.

3.5.2 Aguardentes recém destiladas coletadas in loco

Foram utilizadas 15 amostras de aguardente (= 4,0 L) coletadas in loco em diferentes
destilarias. Destas, 6 amostras foram destiladas em alambique de cobre € 9 em coluna de aco
inox. As aguardentes foram produzidas no estado de Sao Paulo, sendo cedidas pelas seguintes
destilarias: Bandeirantes (Porto Feliz), Bellucci (Cerquilho), Campanari (Monte alegre do
Sul), Gramatico (Sao Carlos), Java (Guariba), Lambedor (Monte Alegre do Sul), Montanhim
(Cerquilho), Pansonato (Elias Fausto), Pignata (Sertdozinho) e Santa Clara (Jaboticabal).

Durante a coleta, um questionario (Anexo I) contendo as informagdes sobre a origem
da cana-de-agucar, o tipo de colheita, o sistema de destilacdo, a condugdo da fermentacao
(adig¢do ou nao de nutrientes), entre outras informagdes, foi respondido pelos produtores.

No momento das coletas, as aguardentes foram colocadas em garrafas de vidro,
envoltas em papel aluminio e armazenadas em banho de gelo (= 2,0 + 0,5°C). Estas foram
transportadas em recipiente térmico para o laboratorio, mantidas a baixa temperatura em
geladeira e prontamente utilizada.

Algumas aguardentes foram analisadas quanto ao teor de CE na presen¢a e na

auséncia de luz difusa (luz solar), em func¢do do tempo e da temperatura.
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Foram feitas analises a temperatura ambiente” (27 + 2°C) e a temperaturas de 15 +
0,2°C, 25 £ 0,2°C e 35 + 0,2°C. O controle da temperatura a 15°C, foi efetuado utilizando-se
um banho termostatizado da marca Tecnal, modelo TE 184. Para as temperaturas a 25 e a

35°C, utilizou-se um banho seco (Dry Bath) da marca LGC Biotecnologia, modelo DB-100.

3.5.3 Aguardente utilizada no preparo das solucoes modelo

Uma aguardente comercial ndo envelhecida (200L), fornecida e certificada por um
grande produtor, foi utilizada para a realizacao dos experimentos com solugdes modelo. Esta
foi utilizada como aguardente de referéncia (solu¢do modelo de aguardente) durante a
realizagdo dos experimentos.

Alguns parametros foram avaliados em fun¢do das concentragdes iniciais desta matriz
(Tabela 7). Esta aguardente foi adicionada de cianato de potassio e analisada quanto ao teor

de carbamato de etila, variando-se os seguintes parametros:

e Adicao de diferentes concentracoes de KOCN;

e Variagao do pH;

e Adicao de ions de cobre, de ferro e de tampao EDTA;
¢ Influéncia da luz (irradiagdo em bancada fotoquimica);
e Variacao da temperatura;

e Variacdo do teor alcoodlico.

A Tabela 7 apresenta as concentragdes médias de carbamato de etila, cobre, ferro, teor

alcoolico e o pH desta aguardente de referéncia, utilizada como solu¢do modelo.

9] A temperatura ambiente refere-se a temperatura do laboratério utilizando-se ar condicionado.
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Tabela 7. Teores médios dos componentes analisados na aguardente de referéncia.

Componentes analisados Concentracio = desvio padrio (concentracio em mol)
Carbamato de etila 90 + 15 pg/L (= 1,0 x 10° mol/L de CE)
Cobre 1730 + 270,0 pg/L (2,7 x 10” mol/L de Cu II)
Ferro 44 + 8,0 pg/L (8,0 x 107 mol/L de Fe II)
Teor alcoodlico 48,0 £2,0 % v/v (8,23 mol/L de etanol)
pH 44+0,1

Todas as solugdes modelo de aguardente preparadas foram tamponadas com acido

acético (0,0064 mol/L) e acetato de etila (0,0036 mol/L).

3.6 Procedimento Experimental

3.6.1 Sistema de redestilagdo das aguardentes comerciais

A nova destilacao das aguardentes (originais e diluidas) foi efetuada utilizando-se uma
manta aquecedora com controle de temperatura (Quimis, modelo Q321A26), um baldao de
fundo redondo de 2,0 L, termometro (Icoterm), pedras de ebulicdo e uma coluna tipo Vigreux
(31 centimetros de comprimento, 1,5 cm de diametro interno). A média da taxa de destilacao

calculada foi 1,7 = 0,3 mL/minuto.

3.6.1.2 Calculo do numero de pratos teoricos (n)

O namero de pratos teoricos (n) da coluna de vidro tipo Vigreux foi calculado segundo
o método de McCabe-Thiele."" O método ¢ aplicado utilizando-se as curvas de equilibrio
liquido-vapor de um diagrama de fases (Figura 5) para determinar o numero de estagios

tedricos requeridos para efetuar a separagdo de uma mistura bindria. Considera-se que o
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liquido que preenche um prato (ou bandeja) e o vapor que coexiste com esse liquido estd em
equilibrio.['*!

Sabendo-se disto, preparou-se uma solucdo etanol/agua (50% v/v), que foi submetida a
destilacdo, utilizando-se o sistema de destilacao descrito na se¢ao 3.6.1. Os primeiros volumes
(= 12 mL) da fracdo destilada (fase vapor) foram coletados. O sistema de destilacao foi

desligado, coletando-se uma nova aliquota (= 12 mL) da solugdo etanol/agua que nao foi

destilada (fase liquido).
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Figura 5. Diagrama de fases para mistura etanol/agua e o nimero de estagios calculados da
coluna tipo Vigreux, utilizada na destilacdo das aguardentes.

Posteriormente, o teor alcodlico destas duas fragdes foi determinado utilizando-se um
picnémetro” (5 mL), por meio da densidade relativa em relacdo a agua, a 25°C. Este

procedimento foi realizado em triplicata, com aliquotas de trés destilagdes diferentes. A

" Picnometro: pequeno frasco de vidro construido de maneira que o volume do fluido nele contido seja
invariavel.
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Tabela 8 apresenta os teores alcodlicos obtidos para as fragdes molares na fase liquida e na

fase vapor.

Tabela 8. Teores alcoolicos (% v/v) na fragdo vapor e na fragdo liquido.

% v/v na fragao liquida % v/v na fracio vapor
Destilacao 1 46,0 89,4
Destilacao 2 44,6 87,5
Destilacao 3 45,5 88,8
Média 45,4 (0,454) 88,6 (0,886)

Os teores alcoolicos médios do liquido na base (45,4% v/v, 0,454) e no topo da coluna
(88,6% v/v, 0,886) foram anotados na curva de equilibrio liquido-vapor do etanol (Figura 5).
O numero de pratos teoricos foi obtido tragando-se linhas horizontais e verticais entre as
linhas de operagio e de equilibrio do diagrama de fases para o etanol (Figura 5).'%" Cada

9

“degrau” corresponde a 1 estdgio de destilacdo, assim a coluna tipo Vigreux utilizada

apresentou 7 pratos tedricos para a mistura etanol/agua.

3.6.2 Bancada fotoquimica

As irradiagdes das aguardentes comerciais e das solu¢cdes modelo de aguardente foram
realizadas em uma bancada fotoquimica da marca Oriel, modelo 68805 Universal, com
lampada de xenonio de 200W, com filtros de interferéncias também fabricados pela Oriel. O
calculo da intensidade de radiacao incidente pelo uso do actindmetro quimico (K3;[Fe(C,04)s],
tris(oxalato) ferrato(III) de potassio, 0,15 mol/L), foi realizado segundo os parametros da

literatura, calculado em 1,30 x 107 Einstein/min."'%!
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3.6.2.1 Irradiacao das aguardentes comerciais

Duas das amostras de aguardente comerciais (ndo envelhecida e envelhecida),
utilizadas nos experimentos da se¢do 3.5.1, foram escolhidas aleatoriamente. Estas foram
submetidas a irradiagcdo em bancada fotoquimica em diferentes comprimentos de onda (250,
280, 310, 330, 410, 440 e 500 nm) utilizando-se filtros de interferéncia apropriados, durante 3
horas.

Apo6s a irradiagdo separadamente de cada aguardente, as mesmas foram analisadas
quanto ao teor de CE, na tentativa de se observar alguma variagdo na concentracao final deste
contaminante. O teor de uretana determinado foi comparado com a amostra idéntica (ndo

irradiada) ao abrigo da luz.

3.7 Experimentos Cinéticos com as Aguardentes Coletadas in loco

Os valores de ¢;,, tempo de meia-vida do processo, foram calculados a partir de
graficos da concentracdo de carbamato de etila ([CE]) em fungdo do tempo de reagdo.
Considerou-se #;, como o tempo correspondente a formagao de metade da concentragdo
maxima de uretana ([CE].,).t'%*!%"]

As constantes k,ps (constante de velocidade observada em determinada temperatura)
foram calculadas por meio de graficos /n ([CE], — [CE];) versus tempo, os quais se
demonstraram lineares por pelo menos 2'2 meia-vidas. Para o cdlculo dos parametros
cinéticos as temperaturas foram controladas em 0,2°C, utilizando-se uma graduagéo alcoolica
constante.

Os parametros de ativagdo (UH', AS' e AGY) foram calculados resolvendo-se

graficamente as seguintes Equagdes 1, 2 e 3.11°¢107]
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Ink=— % +InA Equagdo 1
4 £
ink=lnt—g+in?"— %+% Equagdo 2
h
AG* = AH* + TAS* Equagcdo 3

onde, kp a constante de Boltzmann (1,38065 x 10 J/K), ky, a constante de Planck (6,626 x
10°*Js ), Téa temperatura (Kelvin), AH variagdo de entalpia, AS? & a variagdo de entropia,

AG’ & a energia livre de Gibbs e R é a constante universal dos gases (1,987 cal/K mol).'*'""!

3.8 Experimentos em Refluxo

O refluxo da aguardente de referéncia foi efetuado utilizando-se uma manta
aquecedora com controle de temperatura (Quimis, modelo Q321A26), um baldo de destilagdo
de 3 saidas de 2L, pedras de ebulicdo e uma coluna 8 bolas (51 cm de comprimento e 3,6 cm
de diametro interno), refrigerada a 3°C por um banho termostatizado da Tecnal (modelo TE
184). Um termometro de vidro (/coterm), um tubo de taygon e uma seringa de vidro, foram
utilizados respectivamente, para monitorar a temperatura durante o refluxo (= 84°C) e coletar
aliquotas da aguardente sob refluxo, respectivamente.

Aliquotas da aguardente submetidas ao refluxo foram coletadas em intervalos de
tempo preestabelecidos e analisadas quanto ao teor de carbamato de etila. A seguir sdo

descritos os experimentos realizados.

e Refluxo da aguardente de referéncia durante 4590 minutos (2,75 x 10° s), sem a
adicdo de uréia. Aliquotas foram coletadas em intervalos de tempo pré-

estabelecidos e posteriormente analisadas quanto ao teor de CE.
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e Refluxo da aguardente de referéncia adicionada de 1,02 x 107" mol/L (NH4)2SOs,
durante 4175 minutos (2,50 x 10° s). Aliquotas foram coletadas em intervalos de

tempo pré-estabelecidos e posteriormente analisadas quanto ao teor de CE.

e Refluxo da aguardente de referéncia adicionada de uréia [(NH;),CO] nas
concentragdes de 1,05 x 102 mol/L, 5,17 x 10 mol/L e 1,12 x 10" mol/L. Estas
foram analisadas quanto ao teor de uretana, durante 8800 minutos (5,28 x 10° s),
8600 min. (5,16 x 10° s) e 7316 min. (3,65 x 10’ s), respectivamente. Aliquotas

foram coletadas em intervalos de tempo pré-estabelecidos.

e Refluxo da aguardente de referéncia, tamponada (4acido acético 0,0064 mol/L /
acetato de sodio 0,0036 mol/L). A uréia, nas concentragdes de 1,02 x 102 mol/L e
1,10 x 10" mol/L, foi adicionada logo apds a aguardente atingir a temperatura de
refluxo. Aliquotas foram coletadas a cada 30 minutos apds a adicdo da uréia,
durante 150 minutos e analisadas quanto ao teor de CE. Foram efetuadas mediadas

de pH em cada aliquota coletada.

e Refluxo da aguardente de referéncia, ndo tamponada, adicionada de uréia. A adicao
de uréia ocorreu logo apos a aguardente entrar em refluxo, nas concentragdes de
1,01 x 102 mol/L e 1,12 x 10" mol/L. Aliquotas foram coletadas a cada 30 minutos
apos a adi¢do da uréia, durante 150 minutos e analisadas quanto ao teor de CE.

Foram efetuadas mediadas de pH em cada aliquota coletada.
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3.9 Experimentos com Solu¢ido Modelo de Aguardente Adicionada com Cianato de
Potassio

3.9.1 Preparo das solugoes estoque de cianato de potdssio

As solugdes estoque de cianato de potassio, com concentragao entre 2,6 x 102 e 32x
10 mol/L, foram preparadas por meio da dissolucio de cianato de potassio (KOCN) sélido

[108.109 40 fon

em agua deionizada (Milli-Q Millipore). Objetivando-se evitar a hidrolise
cianato (OCN"), cada experimento teve uma solu¢ao estoque preparada separadamente, que

foi prontamente utilizada.

3.9.2 Preparo, armazenamento e andlise das solug¢oes modelo de aguardente

adicionada com cianato de potdssio

Todas as solugdes modelo de aguardente foram obtidas utilizando-se a aguardente de
referéncia (se¢do 3.5.3), tamponada com dacido acético 0,0064 mol/L e acetato de sodio
0,0036 mol/L. Estas solugdes foram adicionadas com solugdo estoque cianato de potassio
(secdo 3.9.1) e posteriormente armazenadas em frascos de vidro (vials) de 28 mL, lacrados
com septos de borracha e aluminio, e mantidas ao abrigo da luz (envoltas em papel aluminio).

Durante os experimentos cinéticos o pH, o teor de cobre (II), de ferro (II), o teor
alcoodlico das solugdes modelo de aguardente (secao 3.5.3, Tabela 7), além da temperatura
(25°C), foram mantidos constantes, a exce¢ao de quando um destes parametros foi avaliado
separadamente.

Durante os experimentos, aliquotas da solu¢do modelo de aguardente foram coletadas
com o auxilio de uma seringa de vidro e transferidas para tubos de eppendorf (2 mL). Estas
foram adicionadas de carbamato de propila (padrdo interno) e posteriormente 1 pL desta

solugdo foi injetada no cromatdgrafo. A concentracdo inicial de CE de cada experimento
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cinético (ponto 1) foi obtida aproximadamente 2 minutos apds a adi¢do do KOCN a solugao

modelo de aguardente.
3.9.3 Decaimento do ion cianato (OCN ) por UV-vis

Foram preparadas duas solu¢des modelo de aguardente (200 mL) com concentragdes
finais de fon cianato de 4,10 x 10 mol/L, mantidas a 25°C (banho seco). A partir destas
solucdes, acompanhou-se o decaimento na concentragdo do ion OCN’ utilizando-se a
metodologia de Guilloton e Karst.!'”) Esta metodologia ¢ baseada na reacio de ciclizagdo do
acido 2-aminobenzoéico. A solucdo de 4cido 2-aminobenzéico foi preparadal'® antes da
realizagdo de cada experimento, sendo armazenadas ao abrigo da luz (envoltas em papel
aluminio).

Aliquotas das solu¢des modelo de aguardente (6 mL) foram misturadas com uma
solucao 0,01 mol/L de acido 2-aminobenzdico (6 mL). A solugdo obtida foi acondicionada em
frascos de vidro (envoltos por papel aluminio) e aquecidas a 37°C em banho seco por 10

minutos (Esquema 7, reacdo I).!'"
I
N

I
o

ac. 2-aminobenzdico ac. 2-aminocarbonil amino benzo6ico benzoiluréia (A, 310 nm
£€=412 L/ mol cm)

Es%uema 7. Reagdo de ciclizagdo do acido 2-aminobenzoico na presenga de ions cianato em
., 1109
meio acido.!'"”!

Posteriormente, adicionou-se a solu¢do anterior aproximadamente 4,1 mol/L de uma
solugdo de acido cloridrico (12 mL). A solugdo resultante foi aquecida a 65°C (banho seco)

por 10 minutos (Esquema 7, reag@o 17).11%%)
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A benzoiluréia obtida foi resfriada a temperatura ambiente e analisada em um
espectrofotometro UV-visivel Hitachi modelo U-3501, com uma cubeta cilindrica de quartzo
(Hellma Gmbh, Miillhein, Germany) de 10 cm de caminho 6tico, medindo-se a absorbancia

em 310 nm (¢ =412 L/ mol cm).[""”!

3.9.4 Avaliagdo do ion cianato na formacdo do carbamato de etila

Foram preparadas quatro solugdes modelo de aguardente (50 mL) com concentragdes
finais de fon cianato de 0,53 x 107, 0,78 x 107, 2,12 x 107 e 4,48 x 10° mol/L.
Posteriormente avaliou-se a influéncia do ion OCN™ na formag¢ao e na evolucao dos teores de
carbamato de etila a 25° C.

Por meio dos resultados analiticos (linearidade, reprodutibilidade, repetibilidade)!'®"
obtidos para os teores de CE nestes experimentos, optou-se por adicionar as futuras solugdes

modelo de aguardente aqui estudadas uma concentragdo de aproximadamente (2,10 £+ 0,10) x

10”° mol/L de KOCN.

3.9.5 Avaliagdo da influéncia do pH na formacdo do carbamato de etila

Foram preparadas quatro novas solugcdes modelo de aguardente (50 mL) com os
seguintes pHs: 3,0; 3,9; 5,3 ¢ 6,0. A reducdo e o aumento do pH foi realizado com o auxilio
de acido cloridrico (0,01 mol/L) e de hidréxido de sodio (0,01 mol/L), respectivamente. Estas
solugdes foram fortificadas com aproximadamente 2,07 x 10° mol/L de KOCN e

posteriormente foram analisadas quanto ao teor de uretana a 25°C.
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3.9.6 Avaliagdo da adicdo de ions de cobre e ferro, e tampdo EDTA na formagdo do

carbamato de etila

Foram preparadas trés novas solugdes modelo de aguardente (50 mL), onde se
aumentou em aproximadamente dez vezes a concentragao dos ions de cobre (II) e em vinte a
concentracao dos ions de ferro (II). Na terceira solugdo, adicionou-se sais de EDTA.

As concentragdes finais das solugdes modelo de aguardente para os ions de Cu I, Fe II
e sais de EDTA foram, respectivamente: 3,0 x 10 mol/L, 1,0 x 10 mol/L e 2,0 x 102 mol/L.
Estas solu¢des foram fortificadas com aproximadamente 2,06 x 10° mol/L de KOCN e

posteriormente foram analisadas quanto ao teor de uretana a 25°C.

3.9.7 Avaliagdo da influéncia da luz na formacgdao do carbamato de etila

Foram preparadas oito novas solugdes modelo de aguardente (50 mL), com
aproximadamente 2,08 x 10° mol/L de KOCN. Uma destas solugdes foi protegida da luz
difusa (envolta em papel aluminio) e as demais foram expostas a radiacdo em bancada
fotoquimica com filtros apropriados, nos seguintes comprimentos de onda: 250, 280, 310,
330, 410, 440 e 500 nm. Posteriormente, estas solucdes foram analisadas quanto ao teor de

uretana a 25°C.

3.9.8 Avaliagdo da variagdo da temperatura na formacgdao do carbamato de etila

Foram preparadas trés novas solugdes modelo de aguardente (50 mL), com

aproximadamente 2,10 x 10 mol/L de KOCN. Estas solugdes foram analisadas quanto ao

teor de uretana a 15, 25 e 35°C.
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3.9.9 Preparo solugcoes modelo de aguardentes utilizadas na avaliacdo da influéncia

do teor alcodlico na formacgdo do carbamato de etila

Por meio da diluicdo da solugdo aguardente de referéncia (secdo 3.5.3), que
apresentava teor alcoolico de 48% v/v (8,23 mol/L etanol), preparou-se duas novas solugdes
modelo de aguardente (50 mL). Os teores alcoolicos obtidos foram: 13,3% v/v (2,30 mol/L de
etanol) e 24,4% v/v (4,18 mol/L). Estas solu¢des foram fortificadas com aproximadamente
2,02 x 10~ mol/L de KOCN e posteriormente analisadas quanto ao teor de uretana a 25°C.

Posteriormente, preparou-se 11 novas solugdes modelo de aguardente (50 mL) com os
seguintes teores alcoolicos: 1,70% v/v (0,29 mol/L de etanol), 2,00% v/v (0,34mol/L), 4,54%
v/v (0,78 mol/L), 5,26% v/v (0,90 mol/L), 10,6% v/v (1,81 mol/L), 22,4% v/v (3,83 mol/L),
35,0% v/v (6,00 mol/L), 57,5% v/v (9,85 mol/L), 70,0% v/v (12,0 mol/L), 83,1% v/v (14,2
mol/L) e 91,5% v/v (15,7 mol/L). Estas solu¢des foram fortificadas com aproximadamente
2,10 x 10~ mol/L de KOCN e posteriormente analisadas quanto ao teor de uretana a 25°C.

A reducdo e o aumento dos teores alcoolicos foram realizados utilizando-se agua

deionizada (Milli-Q) e etanol (99,5% v/v), respectivamente.

3.10 Preparo das Solugoes Estoque de Cianeto (CN)

Foram preparadas por meio da dissolugado de cianeto de sodio s6lido (NaCN) em agua
deionizada (Milli-O Millipore) solugdes estoque com aproximadamente 1,40 x 102 mol/L de
ions cianeto (CN"). Cada experimento teve uma solugdo estoque preparada separadamente que

foi prontamente utilizada.
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3.10.1 Avaliacdo do ion cianeto (CN ) na formacdo do carbamato de etila

Por meio da diluicdo da solugdo estoque de NaCN (secao 3.10) na aguardente de
referéncia (se¢do 3.5.3) foram preparadas duas solugdes modelo de aguardente (50 mL) com
concentracdes finais de ions cianeto de (1,12 + 0,10 ) x 10™ mol/L. Posteriormente avaliou-se
a influéncia do ion CN™ na formacgao e na evolu¢ao dos teores de carbamato de etila a 25°C e

a37°C.

3.11 Calculos de Estruturas e Energias Moleculares

Foram efetuados calculos ab-initio DFT usando o método B3LYP com o conjunto de
bases 6-31+G (d,p), por meio da utilizagdo do programa Gaussian 09W (Gaussian Inc).
Levou-se em consideragdao os constituintes do mecanismo em fase gasosa sob efeito do
solvente (dgua) por meio do método do modelo continuo polarizado (PCM, Polarizable
Continuum Model).!'""'* Para tanto, contamos com a colaboragio do prof. Dr Sebastido C.
da Silva e do mestrando Augusto C. S. da Silva do Departamento de Quimica, da

Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiaba, — Mato Grosso.

10SC-USP

47



Da formagdo e controle de carbamato de etila em aguardentes | 48
Resultados e Discussdo

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Redestilagdo das Aguardentes Comerciais

Considerando-se o elevado ponto de ebuli¢do do carbamato de etila (182 - 184°C),
procurou-se verificar a porcentagem de uretana que ¢ a transferida para o destilado durante a
realizagdo de uma destilacdo simples. Para tanto, 15 amostras de aguardentes comerciais,
foram submetidas a uma nova destilacdo. Os teores de CE foram determinados antes
(aguardentes originais) e apos a destilagao.

A Figura 6 apresenta a sobreposi¢do de dois cromatogramas tipicos de uma aguardente
analisada quanto ao teor de CE, antes (aguardente original) e apds ter sido redestilada. A
redugdo nos teores de uretana pode ser observada pela intensidade do pico do carbamato de
etila (CE) nos cromatogramas. Observa-se a que intensidade do pico do CE na amostra de
aguardente redestilada (—) esta praticamente na altura da linha de base do cromatograma (=

30 pg/L), quando comparado com o pico do CE da aguardente original (—).
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Figura 6. Sobreposi¢do de dois cromatogramas tipicos de uma aguardente, monitorando-se o
pico de m/z 62, analisada quanto ao teor de CE antes (—, original) ¢ apés ter sido redestilada (—).
Pico do carbamato de propila (CP), utilizado como padrao interno.

De acordo com a legislagdo, ' a concentracio de CE em aguardentes deve ser expressa
em microgramas por litro (ug/L), ndo importando o teor alcodlico (% v/v) da amostra.
Entretanto para facilitar a comparag¢ao das concentragdes de CE antes e apos a destilagdo das
aguardentes, optou-se por expressar os resultados (Tabela 9) aqui obtidos com a nova
destilacdo das aguardentes em pg/100 mL A.A..

A Tabela 9 apresenta o teor alcodlico e as concentragcdes de uretana, expressas em
ng/100 mL A.A., nas amostras de aguardente antes e ap6s terem sido submetidas a uma nova

destilacdo, bem como a porcentagem da concentra¢do de CE reduzido.
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Tabela 9. Teor alcodlico (% v/v), concentracdo de carbamato de etila ([CE]) nas amostras de aguardente antes (original) e apds serem redestiladas (redestilada) em
1g/100 mL A.A.," e a porcentagem (%) de redugio de CE apos nova destilagio.

Aguardente Teor alcoodlico [CE] (original)™ [CE] (redestilada) Reducdo de CE (%)
(% v/v) (ng/100mL A.A.) (ng/100mL A.A.) apos a redestilagdo
A 38 32,1 10,7 66,7
B 40 71,7 24,4 66,0
C 41 66,2 20,6 68,9
D 44 25,6 6,60 74,3
E 39 77,6 13,9 82,0
F 38 124 37,5 69,7
G 41 215 30,9 85,6
H 59 127 11,7 90,8
J 40 101 17,0 83,1
K 44 97,5 17,6 81,9
L 41 29,7 7,80 73,6
M 38 30,7 6,90 77,5
N 48 117 8,70 92,5
o™ 47 120 4,70 82,3
Ol 42 120 17,3 85,6
02 38 120 22,9 80,9
03 33 120 17,0 85,8
04 28 120 18,4 84,7
05 24 120 14,7 87,7
06 8,0 120 23,6 80,3

" Concentracdo em pg/100 mL A.A. = (10 + teor alcoolico em %v/v) x concentracdo de carbamato de etila em pg/L.; ™ Carbamato de etila na aguardente comercial. ~~ Aguardente
diluida, onde foi reduzido o grau alcodlico, obtendo-se as aguardentes O1, 02, O3, 04, OS5 e 06, que foram redestiladas.
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As amostras de aguardente ao serem redestiladas apresentaram uma redugao de 66,0 a
92,5% do teor de CE (original). E interessante salientar que segundo a literatura,''*"'* a
redestilagdo nao afeta significativamente as propriedades sensoriais da aguardente.

Também foi investigada a influéncia do teor alcodlico da aguardente na transferéncia
de carbamato de etila para o novo destilado. Este experimento assemelha-se ao efetuado pela
industria quando utiliza cachaga industrial como “matéria-prima” para a produgdo de
aguardente bidestilada.!'"”]

A variagdo no grau alcodlico de uma aguardente (aguardente O, Tabela 9), ndo influiu
significativamente no teor final do CE da amostra submetida a uma nova destilagdo. Assim,
quando o teor alcodlico foi variado de 8,0 a 42% v/v (amostras O1 a O6, Tabela 9) e estas
novas fragdes foram redestiladas, a reducao observada no teor de CE foi de 80,3 a 87,7%,
com uma porcentagem média de 84%. Este resultado foi semelhante ao verificado para
amostras de uisque (84%) duplamente destiladas,!®” porém mais eficiente do que o observado
para amostras de bebidas (cerveja, vinho e destilados) submetidas a filtragdo em carvao
vegetal. Neste Ultimo caso informa-se ter ocorrido uma reducdo maxima da 47% da
concentragdo inicial de uretana.’”’

Estas observagdes, embora restritas a fragdo coracdo, dao suporte a proposta

[92]

anterior- - envolvendo a dupla destilagao de aguardentes, objetivando a redugdo dos teores de

cobre e acidez total, agora aqui aplicadas para a reducao no teor de CE em aguardentes.

4.2 Aguardentes Comerciais Irradiadas em Bancada Fotoquimica

A exposicdo de duas aguardentes comerciais (ndo envelhecida e envelhecida) a

iluminagdo em diferentes comprimentos de onda (250, 280, 310, 330, 410, 440 ¢ 500 nm),

ndo resultou em uma variagdo consideravel no teor final de CE (Tabela 10).
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Comparando-se os teores de uretana para as aguardentes que nao foram submetidas a
irradiagdo fotoquimica (244 e 289 pg/L), com as fragdes destas mesmas aguardentes
irradiadas em bancada fotoquimica, observa-se que esta variagdo esta dentro do erro

experimental da metodologia analitica (Tabela 10).[*'#*!

Tabela 10. Concentracdo de carbamato de etila (ug/L) em aguardentes comerciais apos
irradiacdo em bancada fotoquimica em diferentes comprimentos de onda, durante trés horas.

[CE] aguardente [CE] aguardente
Comprimento de onda (nm) . e
nio envelhecida envelhecida
Nao irradiada 289 244
250 253 260
280 275 251
310 255 250
330 241 250
410 279 253
440 281 251
500 292 257
Média [CE] 271 252

Desvio padrio relativo (RDS, residual standard desviation): = 7,0%; = 2,0%.

Os teores médios de CE foram 271 pg/L e 252 ug/L para as aguardentes, nao
envelhecida e envelhecida (Tabela 10), respectivamente. Estas concentragcdes médias foram
concordantes dentro do erro experimental (RDS) de 7,0% (ndo envelhecida) e 2,0%
(envelhecida), sugerindo que possiveis precursores de CE, se presentes, ndo foram ativados
fotoquimicamente. Outra possibilidade ¢ que estes tenham sido consumidos anteriormente
numa possivel formagdo do CE, pois estas amostras possuiam mais de seis meses de
estocagem. Estes resultados foram semelhantes ao observados para amostras de vinho

expostas a luz fluorescente, nos quais nio foram observados variagdes no teor de uretana.””
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4.3 Experimentos com Aguardentes Coletadas in loco

Considerando-se que a destilagdo reduz substancialmente o teor de carbamato de

etila, ']

se procurou verificar a formagao de uretana apds a destilagdo. Para tanto, decidiu-se
por utilizar amostras de aguardente recém destiladas. Foram coletadas (in loco) 15 amostras
de aguardente junto aos produtores no momento de sua produgdo. O seu armazenamento € sua
analise estao descritos na secao 3.5.2.

A Figura 7 apresenta a curva de formac¢ao de CE, para uma mesma aguardente a
temperatura ambiente (27 & 2°C), na presenga e na auséncia de luz difusa (luz solar). Como se
observa, as duas curvas apresentam perfis semelhantes e sao reprodutivas, dentro dos limites

1 [41,42]

de erro experimenta com respeito ao seu tragado e aos teores finais de uretana.

A reproducdo deste resultado utilizando-se aguardentes de diferentes produtores,

78801 o caso das

sugere que contrariamente ao descrito na literatura para outros destilados,t
aguardentes aqui estudadas, ¢ pouco provavel a ocorréncia de um precursor ativado

fotoquimicamente.
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®  Presenca de luz (7, , = 78 horas). [CE]. =452 ug/L
5.0x10° - ® Auséncia de luz (¢, , = 80 horas). [CE]; =470 ug/L

Carbamato de etila (ng/L)

T T 1
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°

Tempo (horas)

Figura 7. Carbamato de etila (ug/L) em fungdo do tempo (horas) em uma amostra de
aguardente coletada in loco, analisada na presenca (m) ¢ na auséncia de luz difusa (e) a temperatura
ambiente (27 + 2°C).

A Figura 8 ilustra a evolu¢do do teor de carbamato de etila em aguardentes (coletadas
in loco), provenientes do mesmo vinho e destiladas em alambique de cobre e em coluna de
aco inox, em funcdo do tempo. Observa-se que independente da destilacdo ser processada em
alambique ou em coluna, atinge-se um valor maximo de uretana ([CE],) ap6s um periodo
médio de aproximadamente 7 dias, com tempos de meia-vida (¢;,) de 85 e 80 horas,

respectivamente.
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m  Coluna (z,, = 80 horas). [CE] =423 pg/L
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Figura 8. Carbamato de etila (ug/L) em fung¢do do tempo (horas) em aguardentes coletadas in
loco, oriundas de um mesmo produtor (mesmo vinho) destiladas em alambique de cobre (®) ¢ em
coluna de ago inox (m), a temperatura ambiente (27 £ 2°C).

O mesmo vinho (mosto fermentado de cana-de-agticar), destilado em alambique e em
coluna (Figura 8), conduziu a aguardentes com teores de carbamato de etila finais de
respectivamente 204 e 423 pg/L. Trata-se de nosso conhecimento, do primeiro relato sobre
experimentos com carbamato de etila, sobre a destilagdo do mesmo vinho em alambique e em
coluna originando produtos com concentracdes finais de uretana diferentes.!''”’

A Tabela 11 apresenta a concentragdo de CE para aguardentes oriundas de um mesmo
mosto fermentado de cana (vinho), destilado em diferentes sistemas de destilagdo.
Anteriormente foi descrito que as aguardentes destiladas em alambique tinham a tendéncia a
apresentar teores de uretana inferiores as destiladas em coluna.'*'! Deve-se ressaltar que este
fato ndo deve depender apenas do sistema de destilagdo, mas também do material utilizado na

confeccdo destes aparelhos e também dos diferentes procedimentos realizados durante a

destilacao.

10SC-USP

55



Da formacdo e controle de carbamato de etila em aguardentes
Resultados e Discusséo

Tabela 11. Concentracdo mediana, média, mimina ¢ maxima de carbamato de etila (ug/L),
para aguardentes oriundas de vinhos iguais e vinhos diferentes, destiladas em coluna e alambique.

Vinhos Diferentes Mesmo Vinho
Coluna Alambique Coluna Alambique

Numero de amostras 40 68 5 5
Mediana (png/L) 42 12 396 152
Média (pg/L) 66 24 432 145

Concentracio mimima (pg/L) 10 10 125 58
Concentracio maxima (pg/L) 368 323 216 812
[18,41,96]

Assim, os resultados aqui obtidos estdo em concordancia com relatos anteriores
indicando um menor teor de uretana para aguardentes destiladas em alambique em relagdo as
destiladas em coluna.

E curioso & primeira vista o fato de um alambique, com um poder de separagio
inferior ao de uma coluna, que possui um nimero bem maior de pratos tedricos, conduzir a
um produto com teor inferior de carbamato de etila. Foi possivel verificar®*! que o teor de CE,
contrariamente ao que se verifica para o destilado de coluna, ndo se distribui de forma
equivalente nas trés fragdes (cabeca, coracdo e cauda) do produto. Isto se explica, pois no
alambique contrariamente existe a necessidade de cortes durante a destilagdo. Assim, foi
possivel constatar que os teores de uretana, mais soliivel em etanol do que em agua,”” possui

sua distribui¢do seguindo a sequéncia: cabeca > coracdo > cauda (Tabela 12).144
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Tabela 12. Concentragdo de carbamato de etila para aguardentes oriundas de um mesmo
vinho destiladas em alambique (cabega, coragdo e cauda) e em coluna.*”

Aguardente Cabeca (ug/L) Coracio (pg/L) Cauda (ng/L) Coluna (pg/L)

A 247 152 75 147
B <30 <30 <30 <30
C 66 58 <30 125
D 101 <30 79 <30
E 583 216 63 644
F 395 152 99 812

Também foi analisada a influéncia dos processos fermentativos e do sistema de
destilacdo (alambique e coluna) na formacdo de CE. Para tanto, amostras de diferentes

produtores foram coletadas e analisadas quanto ao teor de uretana (Figura 9).
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® Produtor 1 (¢ = 12 horas). [CE]gial
1 ® Produtor 2 (tm = 65 horas). [CE]. =506 ug/L

final

=472 pg/lL

=541 ng/L

fina

A Produtor 3 (¢,,= 63 horas). [CE]

Carbamato de etila (ug/L)

0,0 L— .

T 1
0,0 2,0x10° 4,0x10°

Tempo (horas)

Figura 9. Carbamato de etila (ug/L) em fungdo do tempo (horas) em aguardentes oriundas de
tr€s diferentes produtores coletadas in loco, a temperatura ambiente (27 £ 2°C): produtor 1 (m) 54%
v/v etanol; produtor 2 (®) 51% v/v; produtor 3 (A) 46% v/v.

As curvas da [CE] versus o tempo, obtidas para os destilados de diferentes produtores
(Figura 9), sao semelhantes, conduzindo a valores de tempo de meia-vida (¢;,) para o
processo de mesma ordem de grandeza. Isto sugere que em principio a etapa determinante
para a formagdo de uretana nestas trés aguardentes, ¢ a mesma ou muito semelhante.

A diferenca observada para os teores de carbamato de etila para as aguardentes
oriundas de diferentes produtores (472, 506 e 541 pg/L), ocorre provavelmente em fungdo da
diferenga na composicao dos vinhos utilizados na produgdo destas aguardentes.

A evolucao do teor de CE em aguardentes produzidas a partir do mesmo produtor e do

mesmo vinho, acompanhada a diferentes temperaturas esta apresentada na Figura 10.
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Figura 10. Carbamato de etila (ug/L) em func¢do do tempo (horas) analisado nas temperaturas
de 15°C (m), 25°C () e 35°C (A) para aguardentes coletadas in loco, oriundas de um mesmo
produtor e mesmo vinho.

Nota-se claramente na Figura 10 uma reduc¢do nos valores de #;, em fun¢do do
aumento da temperatura, como esperado. Sdo concordantes os teores finais de uretana (457,
460 e 467 ng/L).

Os resultados experimentais estdo resumidos na Tabela 13. Por extrapolacdo dos
graficos de /n ([CE], — [CE]) versus o tempo, para o instante da coleta (ty, tempo zero), foi
possivel estimar que em média 40% do CE total ¢ forma-se durante a destilagdo. Isto sugere
que a formagdo de uretana ocorre também dentro do interior do aparelho destilador (coluna e
serpentina), continuando apo6s a destilacdo. Assim ¢ provavel que a forma “ativa” dos

precursores de carbamato de etila ("PCE") se origina durante o processo de destilagdo.
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Tabela 13. Concentracdo média de carbamato de etila inicial [CE]iycia, final [CE]gpa, nO
tempo zero [CE]y, porcentagem média (% CE) e a porcentagem média total de carbamato de etila
formado durante a destilagao.

Aguardente [CElinicial [CE]final [CE]w % de CE formado
durante a destilacio

Produtor 1 162 541 147,7 27,3
Produtor 2 94,9 506 83,4 16,5
Produtor 3 98,7 472,0 89,8 19,0
Produtor 4 92,7 204 86,5 42.4
Produtor 5 2879 452 271,0 60,0
Produtor 6 266 412 238,9 58,0
Produtor 7 179,1 457 169 37,0
Produtor 8 696 1109 668 60,3

% média total - - - 40,1

Também se pode concluir destes experimentos que ap6s um periodo de 7 dias, este(s)
precursore(s) ("PCE"), seria(m) completamente consumido(s), originando o correspondente
carbamato de etila. Assim, o armazenamneto deste destilado (aguardente) por um periodo de 7
a 10 dias, promoveria a estabilizacdo do mesmo e a subsequente redestilagdo promoveria a
redugdo em média de 84%no teor de CE.

Embora se desconhecendo a natureza do(s) precursor(s) do carbamato de etila (PCE)
nesta matriz, sua concentracao ¢ muito inferior a do etanol ([EtOH]) presente nas aguardentes,
[PCE] <<< [EtOH]. Outra possibilidade que deve ser considerada ¢ o fato deste precursor

PCE converter-se em uma forma reativa "PCE" (Esquema 8),''* no interior do destilador.

PCE K "PCE"

Esquema 8. Precursor de carbamato de etila convertendo-se em uma forma reativa.!'"”!
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Assim, considerando o conhecimento acumulado sobre a reagdo de formacao de

70,72,76,102]

carbamato de etila em outras bebidas,! esta reacdo seria de primeira ordem em

relagdo as concentragdes do precursor e do etanol (Esquema 9).['"”!

PCE + EtOH —*» , C,HsCOONH,

Esquema 9. Formagao do carbamato de etila por meio do seu precursor (PCE) em meio
alcoolico.!'™!

Entretanto, nas aguardentes estudadas a concentra¢do molar de etanol oscilou entre 7,0
a 9,3 mol/L. Nestas condigdes ¢ interessante considerar a possibilidade da reacdo ser
independente da concentragdo de etanol e dos precursores, mas dependente da concentragao
do precursor em sua forma ativada “PCE”, ou seja, dependente da constante & .

Considerando-se diferentes amostras, do mesmo produtor ou nao, foi possivel calcular
o valor de k,ps, expresso pela sua média, como sendo da ordem de (6,4 + 0,5) x 10°%/s a 25°C.

Os parametros de ativacao AH?, AS' e AG* calculados, para uma amostra de
aguardente coletada de um mesmo produtor, sdo respectivamente, 34 kcal/mol, - 69 cal/K e 54

kcal/mol.

4.4 Experimentos Realizados com Uréia sob Refluxo

E conhecido na literatura que a uréia ¢ um dos principais precursores de carbamato de
etila em vinhos.”>"®""" A uréia pode se decompor em cianato de aménio (NH4CNO) em
meio aquoso (pH alcalino, neutro e 4cido) em temperaturas acima de 60°C.1''*!1”]

Em meio acido (0,05 M H,SO,) os ions cianato (OCN") se convertem rapidamente em
jons amodnio (NH4") e 4cido carbonico (H,CO3). A reagdo ¢ considerada de primeira ordem

para a uréia, com uma constante de velocidade de decomposicio k; de 1,20 x 10™ /s a 90°C e

E, de 32,4 kcal/mol (Esquema 10, reagdes I e IT).['0% 118119
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NH,CONH, —* 4, NH;"+OCN )
OCN" + 2H" + 2H,0 —»NH," + H,CO; (II)

Esquema 10. Reagdes propostas para a decomposicao da uréia 18119

200 que o carbamato de etila ¢ formado durante a sintese do dietil

E reportado!
carbonato (C2H5OCOOC2H5).[S] Foi observado a formagdo de CE, do por meio de reagdes de

alcoolise da uréia em temperatura acima de 150°C (Esquema 11, reagdes I e II).

0
I
NH,—C—NH, ——> NH;'/NCO" ——» NH; + HNCO (I)

uréia sal de amonio cianato amonia ac. isocianico
o 2
H—N=C=0 + CH;CH,0OH — CH3CH2—?—C: NH |—> CH3;CH,—O—C—NH, ()
ac. isocianico etanol H carbamato de etila

Esquema 11. Proposta de formacdo do carbamato de etila como intermediario durante a sintese do
dietil carbonato.!"*"!

Sabendo-se que a uréia ¢ um precursor de CE e que a mesma em solucao alcoolica,
quando aquecida, leva a formacdo de uretana,!'*” foram realizados experimentos com a
“aguardente de referéncia” adicionada de uréia e posteriormente submetida a refluxo. O
preparo e os parametros avaliados nestas solugdes modelo de aguardente que foram mantidas
sob refluxo, encontram-se descritos no Procedimento Experimental (se¢ao 3.8).

Dentro do erro experimental, ndo foi observado varia¢do nos teores finais de uretana
da aguardente de referéncia (sem adicdo de compostos nitrogenados) bem como na

aguardente de referéncia adicionada de ions amonio (Tabela 14), antes e apds o refluxo.

8 O Dietil carbonato atualmente vem se tornando um promissor aditivo ao combustivel em substituigio ao éter
metil terc-butilico (MTBE).
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Para as demais aguardentes adicionadas com uréia e mantidas sob refluxo, observou-se

um aumento nos teores finais de uretana. Observa-se que a adi¢ao de uréia a aguardente, que

posteriormente foi mantida sob refluxo durante mais de 7000 minutos, levou a um aumento

nos teores finais de uretana (Tabela 14).

Tabela 14. Concentracdo de carbamato de etila formado e tempo de refluxo para aguardentes
A . * .« . ~ ye ’ A e A . .
de referéncia, adicionadas ou ndo de uréia e de ions amdnio (sulfato de amonio), que foram mantidas

sob refluxo.

Sal adicionado

[CE] formado

Tempo de refluxo

Sem adigao
1,02 x 10™ mol/L (NH4),SO,4
1,05 x 10 mol/L (NH,),CO
5,17 x 107 mol/L (NH,),CO

1,12 x 10" mol/L (NH,),CO

0,30 x 107 mol/L
0,47 x 107 mol/L
3,71 x 10° mol/L
1,92 x 10~ mol/L

4,48 x 10~ mol/L

4590 min. (2,75 x 10° s)
4175 min. (2,50 x 10’ s)
8800 min. (5,28 x 10° s)
8600 min. (5,16 x 10° s)

7316 min. (3,65 x 10° s)

i [CE] da aguardente de referéncia = 1,0 x 10 mol/L.

A Figura 11 apresenta a evolucao dos teores de CE (mol/L) em funcdo do tempo

(minutos) para uma aguardente de referéncia a qual foi adicionado uréia e posteriormente

submetida a refluxo. Nota-se que os teores de uretana aumentam em fung¢dao do tempo de

refluxo (temperatura =~ 84°C), aumento este bastante préximo a linearidade.
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Figura 11. Evolugéo dos teores de carbamato de etila (mol/L) em funcdo do tempo (minutos)
para aguardente adicionada com 1,12 x 10" mol/L de uréia, que foi mantida sob refluxo a temperatura
de = 84°C, durante 7316 minutos.

As Tabelas 15 e 16 apresentam a concentragdo de carbamato de etila formado para a
aguardente de referéncia, tamponada (acido acético 0,0064 mol/L / acetato de sodio 0,0036
mol/L) e ndo tamponada, que posteriormente foram submetidas a refluxo. A uréia foi
adicionada, nas concentragdes de 1,0 x 102 mol/L e 1,10 x 10 mol/L, logo ap6s a aguardente
atingir a temperatura de refluxo. Aliquotas foram coletadas a cada 30 minutos, durante 150
minutos, e analisadas quanto ao teor de CE.

A concentragdo inicial de CE, na aguardente de referéncia antes do refluxo, era 1,00 x
10 mol/L. Apés 30 minutos da adi¢do da uréia nas aguardentes, observou-se um aumento na
concentragdo de uretana de cerca de quinze vezes para as aguardentes tamponadas, e de mais
de cem vezes para as aguardentes ndo tamponadas (Tabelas 15 e 16). O aumento na
concentracdo de carbamato de etila foi diretamente proporcional ao tempo de refluxo,

comportamento este observado para todas as aliquotas analisadas.
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Tabela 15. Concentragio de carbamato de etila formado na aguardente de referéncia,”
tamponada e ndo tamponada, adicionada de uréia apos atingir a temperatura de refluxo ¢ os
respectivos pHs observados.

TemPO [CE]formado pH [CE]formado PH
(1,02 x 10”2 mol/L de uréia) (1,01 x 102 mol/L de uréia)
Com tampao Sem tampao
30 (min.) 1,5x 10° mol/L CE 53 1,7 x 10° mol/L CE 53
60 (min.) 2,2x 10° mol/L CE 53 2,2x 10° mol/L CE 6,8
90 (min.) 3,3x 10 mol/L CE 53 2,7 x 10 mol/L CE 8,5
120 (min.) 4,2 x 10° mol/L CE 53 3,2x 10”° mol/L CE 9,1
150 (min.) 5,2x 10° mol/L CE 5.4 3,4x 10”° mol/L CE 9,4

" [CE] da aguardente de referéncia ~ 1,0 x 10° mol/L. ~ Tampdo: 4cido acético 0,0064 mol/L / acetato

de sodio 0,0036 mol/L.

Comparando-se as aguardentes (tamponada e ndo tamponada) as quais foram

adicionados os mesmos teores de uréia (Tabela 16), que o aumento no pH causou uma

inibi¢do na evolucdo das concentragdes de uretana, levando a concentragdes de CE diferente

para o mesmo intervalo de tempo.

Tabela 16. Concentragio de carbamato de etila formado na aguardente de referéncia,”
tamponada e ndo tamponada, adicionada de uréia apos atingir a temperatura de refluxo e os
respectivos pHs observados.

Tempo [CE]formado PH [CE]formado pH
(1,10 x 10" mol/L de uréia) (1,12 x 10" mol/L de uréia)
Com tampio Sem tampao
30 (min.) 1,1 x 10” mol/L CE 5,6 1,3 x 10" mol/L CE 5,9
60 (min.) 2,3 x 10 mol/L CE 6,6 1,9 x 10 mol/L CE 7,1
90 (min.) 3,1 x 10 mol/L CE 7,2 2,4x 10™ mol/L CE 9,0
120 (min.) 4,2 x 10* mol/L CE 7,7 2,9 x 10* mol/L CE 9,0
150 (min.) 5,1 x 10* mol/L CE 8,2 3,7x 10* mol/L CE 9,6

" [CE] da aguardente de referéncia = 1,0 x 10° mol/L.  Tampéo: 4cido acético 0,0064 mol/L / acetato

de soédio 0,0036 mol/L.
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Os teores de CE para as aguardentes adicionadas de uréia, mantidas sob refluxo
(Tabela 14, 15 e 16), ndo se alteraram apos o fim do aquecimento por um periodo de até¢ uma
semana.

Os resultados apresentados nas Tabelas 14,15 e 16 sdo semelhantes aos descritos na

120]

literatura, " a qual trata da formacao de carbamato de etila em solugdes de etanol contendo

uréia, aquecidas acima de 190°C em autoclave, em meio ndo tamponado. Os autores!'?”

verificam que o CE seria uma espécie que se forma intermediariamente na sintese do dietil

carbonato.

4.4.1 A degradacao da uréia

Célculos quanticos foram realizados para a degradacao da uréia, originando amonia,

acido isocianico (Esquema 12) e acido cianico (Esquema 13).

(o] H
’ \N:C:
Ao e Both ot +
i N —_— N
N \H "
H

Estado de transicio (TS): 4E = 51,2 kcal/mol e 4G = 48,4 kcal/mol. Complexo produto (PC): 4E = 22,4 kcal/mol e 4G =
13,8 kcal/mol.

Esquema 12. Proposta de degradacdo da uréia formando HNCO e NH;.
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OH /H
(0 | N=—c—o0
” /C{’\ /H
b /"/ N =
A H\/ H i Ny
o \H H ﬁ H

Estado de transicdo da primeira etapa (TSI): 4F = 49,0 kcal/mol e 4G = 44,4 kcal/mol. Intermediario da reagdo (INT):
AE = 18,6 kcal/mol e 4G = 18,5 kcal/mol. Estado de transicio da segunda etapa (TSII): 4E = 83,3 kcal/mol e 4G = 80,2
kcal/mol. PC: AE = 45,7 kcal/mol e 4G = 38,1 kcal/mol.

Esquema 13. Proposta de degradagdo da uréia formando HOCN e NH;.

A formagao de acido isocianico ¢ favorecida em relacao ao &cido cianico por um valor
de AG 24,3 kcal/mol. Assim a modelagem sugere a formacdo preferencial do &cido
isocianico. Também a formagdo de acido isocidnico ¢ favorecida pelas energias 4G dos
estados de transicdo. Os diagramas das energias relativas (4G) para a degradagdo da uréia
formando acido isocidnico € o acido cidnico encontram-se nos Anexos III e IV,

respectivamente.

4.5 Experimentos com Solugoes Modelo de Aguardente

A fim de facilitar a discussao dos resultados apresentados nesta secdo, os teores de

carbamato de etila serdo expressos em mol/L. Para tanto deve se considerar a seguinte

relagdo: 1,12 x 10® mol/L de CE equivale a 1,0 ug/L de CE.

4.5.1 Solugoes modelo de aguardente adicionada com ions cianato (OCN)

Considerando-se que o carbamato de etila pode-se originar durante a destilagdo e

também por meio da uréia mantida sob refluxo, procurou-se verificar a formacao de uretana

em solucdes modelo de aguardente em funcdo da adigdo de cianato de potassio (KOCN). Para
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tanto, decidiu-se por utilizar uma aguardente (blend) na preparagdo das solucdes modelo

(aguardente de referéncia, secao 3.5.3).

Inicialmente foi efetuado o acompanhamento espectrofotométrico (se¢ao 3.9.3) do

decaimento dos teores de cianato de potassio em solucao (Figura 12). A concentragdo de

CNO foi determinada pontualmente utilizando o método de Guilloton e Karst.!'?”!

A Figura 12 apresenta a variagdo do espectro de absorbancia a 310 nm, regido de

absorcdo da benzoiluréia.!'®”!

0,9+
0,6 1
<
2
=
]
=
=
S
@»n
=
<
0,3+

T
320

Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Decaimento das concentragdes de KOCN adicionado em solu¢des modelo de
aguardente a 25°C, em A = 310 nm ¢ com € =412 L / mol cm.

A Figura 13 ilustra a variacdo da absorbancia (Ap.x 310 nm) em fungdo do tempo
(segundos). A partir do grafico de /n (As — Ay) versus o tempo (segundos) (Figura 13, Insert), foi
possivel calcular o valor de 4, para o decaimento do ion cianato ¢ também o valor de ¢;,,

respectivamente, 8,0 x107°/s e 8,9 x 10’ s, a 25°C.
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Figura 13. Absorbancia em fungdo do tempo (segundos) para uma solu¢do modelo de
aguardente (48% v/v) adicionada com 4,10 x 10 mol/L de KOCN, a 25°C em pH 4,5. Insert do
grafico de In (Ax — Ay) versus o tempo (segundos).

Estes resultados demonstram que o consumo de ions cianato ¢ acompanhado com a

concomitante a formacdo do carbamato de etila. A Figura 14 apresenta a evolug¢do dos teores

de uretana, para uma solu¢do modelo de aguardente a qual foi adicionado KOCN.
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Figura 14. Formagao de carbamato de etila (mol/L) em fun¢do do tempo (segundos) para uma
solugdo modelo de aguardente (48% v/v) adicionada com 2,12 x 10” mol/L de KOCN, a 25°C em pH
4,5.

A Tabela 17 demonstra que a concentracdao final de carbamato de etila depende da
concentragdo de ions cianato adicionado a solucdo modelo de aguardente. Também indica que

sdo formados aproximadamente 0,31 £+ 0,02 mol de CE por mol de cianato adicionado

(/CE] tormado / [OCN ] adicionado), conforme sera discutido mais a frente neste trabalho.

Tabela 17. Concentragdo de KOCN adicionado, carbamato de etila formado [CE ]formador koss €
t;; para solu¢des modelo de aguardente (48% v/v) a 25°C em pH 4,5.

[OCN Jadicionado [CEl]formado Kobs ti
0,53 x 10° mol/L 0,16 x 10™ mol/L 8,5x 107 /s 8,4x 10° s
0,78 x 10 mol/L 0,26 x 10™ mol/L 93x 107 /s 7,6 x 107 s
2,12 x 10° mol/L 0,62 x 10™ mol/L 8,6x 107 /s 8,1x10°s
4,48 x 10” mol/L 1,45 x 10”° mol/L 9,1x 107 /s 78x 107 s
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Foram concordantes dentro do erro experimental os valores de constante de velocidade

observada (ko) para o decaimento de fons cianato (8,0 + 0,4) x 10 s e para a formacio de

uretana (8,9 + 0,4) x 10° s, valores este determinados utilizando-se técnicas diferentes e

monitorando o reagente (OCN") e o produto (CE).

A Figura 15 apresenta para fins de ilustragdo as curvas de decaimento dos ions cianato

(mol/L) e da evolugdo dos teores de uretana (mol/L) em funcdo do tempo (segundos), para

duas diferentes solu¢des modelo de aguardentes, adicionadas com 4,10 x 10™* mol/L (decaimento

do fon OCN") e 2,12 x 10™ mol/L (formagio de CE). Observa-se que a medida os ions cianato sdo

consumidos ocorre a formacao da uretana.

e Decaimento dos ion cianato (OCN").

m Formacio do carbamato de etila (CE).

T ' , 8,0x10°
9,0x10™ °
°. m N .,-—I-"——-.'--I- --------- -
®e Priss n .
-~ - 6,0x10
*  «
6,0x10™ e
< ke a
E //' ® . E
é /n e . E
z 7 . -4,0x10° &
3 o v e, £
3,0x10™ _// .
/ -9,
/ ...
».
. e L 2,0x10°
0,0 : . .
0.0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°

Tempo (segundos)

Figura 15. Decaimento dos ions cianato (mol/L) e formagdo de carbamato de etila (mol/L) em
fun¢do do tempo (segundos) para duas diferentes solu¢cdes modelo de aguardente adicionadas de 4,10
x 10* mol/L de KOCN (decaimentos do fon OCN) ¢ 2,12 x 10~ mol/L de KOCN (formagio de CE), a

25°C e pH 4,5.
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O pH de aguardentes comerciais geralmente encontra-se entre 3,7 e 5,7 (Anexo II).
Assim, a concentracdo hidrogenionica do meio foi sempre controlada, utilizando-se solug¢ao
tampao acido acético 0,0064 mol/L e acetato de s6dio 0,0036 mol/L.

Quando KOCN foi adicionado as solu¢des modelo de aguardente, por exemplo, 2,07 x
10° mol/L ions cianato a 25°C em diferentes pHs (Tabela 18), verificou-se que as
concentracdes finais de carbamato de etila foram proximas (= 0,62 x 10™ mol/L). Entretanto,
observou-se que os valores de k,5s variam de forma diretamente proporcional ao aumento da
concentragio hidrogenionica ([H']).

Como pode ser observado na Tabela 18, a medida que o meio vai se tornando mais
acido (pH de 6,0 para 3,0) as constantes de velocidade observada (k,»s) aumentaram,
indicando que a velocidade de reagdo aumenta a medida que aumenta a [H']. Este fato é
coerente com a protonagdo do ion OCN™ e do seu isdmero CNO’, cuja constante de
dissociacio a 25°C ¢é de 2,2 x 10" Também se sugere que a forma ativa é a protonada, e

ndo o anion.

Tabela 18. pH, concentragdo de carbamato de etila formado [CE]trmado, kons € f1» para
solucdes modelo de aguardente (48% v/v) adicionada com 2,07 x 10™ mol/L de KOCN, a 25°C.

pH [CEl]formado Kobs ti

3,0 0,60 x 10 mol/L 7,5x 107 /s 8,8x 10°s
3,9 0,64 x 10™ mol/L 4,4x10%/s 1,7x10° s
4,5 0,62 x 10™ mol/L 8,6x 107 /s 8,1x10°s
5,3 0,61 x 10™ mol/L 3,5% 107 /s 1,9x 10%s
6,0 0,63 x 10™ mol/L 1,4x 107 /s 55x10%s

Alguns trabalhos na literatura descrevem que os fons de cobre (I)!'7-'%267881 ¢ forrg

(I e IID),"” presentes nos aparelhos de destilacdo, podem atuar como catalisadores na
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formacdo de carbamato de etila em destilados. Adi¢do!®” de sais de EDTA, reconhecido
agente quelante, inibiu formacao de CE em amostras de uisque recém destiladas, o que foi
interpretado como devido ao sequestro dos ions de cobre e de ferro do meio.

Assim, solu¢des modelo de aguardente, as quais foram previamente adicionadas com
sai de cobre (II), ferro (II) e EDTA, foram fortificadas com KOCN. A Tabela 19 resume os

resultados para estes experimentos.

Tabela 19. Efeito da adigdo de cobre (II), ferro (II) e EDTA na formagao de carbamato de
etila em solugdes modelo de aguardente (48% v/v) adicionadas com 2,06 x 10° mol/L de KOCN, a
25°C e pH 4,5.

Concentracao dos sais [CE]formado Kobs t1
adicionados
Sem adicdo 0,62x 10° mol/L  8,6x10°/s 8,1x10°s
3,0 x 10" mol/L de Cu (1)’ 0,62x 10°mol/L  88x10°/s 82x10°s
1,0 x 10° mol/L de Fe (1) 0,63x10°mol/L  92x10°/s  7,6x10°s
2,0 x 102 mol/L de EDTA™ 0,62x 10°mol/L  86x10°/s 8,0x10°s

" Cu (I) = CuSO, . SH,0; ~ FeCl, . 4H,0;  C1oH,¢NOs.

Observa-se na Tabela 19 que a adi¢do ou nao de sais cobre (I1), ferro (II) e EDTA as
solucdes fortificadas com ions cinato, ndo influenciaram nem nos valores de k.5, € tampouco
na concentracdo final de uretana (= 0,62 x 10” mol/L). Diferentemente do observado em

[17.18.59.60.78.8081] 3 "adicdo de metais (Cu II e Fe II) ndo promoveu um

trabalhos anteriores,
aumento na constante de velocidade de formacao de uretana ks = (8,90 £ 0,30) x 107 /s.

A aguardente de referéncia (se¢ao 3.5.3, Tabela 7) contém teores ions de cobre (2,7 x
10”° mol/L) e ferro (8,0 x 107 mol/L). Assim, ao comparar-se a solu¢io modelo sem adicio de
sais de Cu (II) e Fe (IT) com a amostra adicionada de EDTA (Tabela 19), era de se esperar que

este Gltimo inibisse a formacdo de uretana, como foi descrito!®” para amostras de uisque. No

entanto, o teor formado de CE, o k., € o 5, foram experimentalmente concordantes,
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demonstrando que a presenga ou nao de ions de cobre e de ferro ndo influenciou na constante
de velocidade de formacao do CE em aguardentes, e tampouco no teor total de CE formado.

Foi verificado!”™ um aumento na velocidade de formagdo de uretana em amostras de
uisque expostas a luz fluorescente. Perfil semelhante®™ foi observado para vinhos destilados
(grapa). O mesmo néo foi observado em trabalho anterior!’”) para amostras de vinho, para a
velocidade de formagdo, bem como nos teores de CE em amostras de vinho, quando expostas
a luz fluorescente e luz verde em relagdo as mantidas no escuro.

A partir destas observagdes, solugdes modelo de aguardente adicionada de KOCN,
foram expostas a irradiagao luminosa em diferentes comprimentos de onda (A). A Tabela 20
apresenta a concentracdo de carbamato de etila formado e os valores de k,» € ¢, para as

solugdes modelo de aguardente irradiadas em bancada fotoquimica a 25°C.

Tabela 20. Comprimento de onda (A, nm) da fonte luminosa, concentragdo de carbamato de
etila formado [CE Jommado> Koss € 12 para solu¢des modelo de aguardente (48% v/v) contendo 2,08 x 10°
mol/L de KOCN, a 25°C e pH 4,5.

A de irradiacdo da aguardente [CE]formado Kops tip
Nio irradiada 0,62 x 10 mol/L 8,6 x 107 /s 8,1x10° s
250 nm 0,65 x 10° mol/L 89x10°/s  7,7x10°s
280 nm 0,64 x 10° mol/L 85x10°/s  78x10°s
310 nm 0,66 x 10° mol/L 8.8x10°/s  79x10°s
330 nm 0,62x 10™ mol/L 8.4x 107 /s 8,1x10°s
410 nm 0,61 x 10° mol/L 8,1x 107 /s 8,7x 10°s
440 nm 0,65 x 10° mol/L 8,1x 107 /s 85x 10°s
500 nm 0,66 x 10° mol/L 89x10°/s  7,7x10°s

A Tabela 20 demonstra que a exposi¢do das solu¢des modelo de aguardente a

irradiagdo com luz de diferentes comprimentos de onda ndo influi, dentro do erro
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experimental, na constante de velocidade de formagdo do CE com £, da ordem de (8,8 = 0,3)
x 10 mol/L, a 25°C. Os teores finais de CE foram concordantes dentro do erro experimental
(0,64 + 0,02) x 10 mol/L. Assim, diferente do reportado para amostras de uisque,'’® a luz
ndo exerceu influéncia na constante de velocidade de formagao da uretana em aguardentes
bem como no teor final. No entanto, os resultados obtidos neste experimento foram iguais aos
observados aqui para amostras recém destiladas (se¢ao 4.3). Isto sugere que a etapa

determinante da reacdo, bem como o(s) intermediario(s) envolvido(s) possam ser diferentes

78] 80]

daqueles relatados para uisque!™ e vinhos destilados.!

Alguns trabalhos destacam que a constante de velocidade de formacdo de carbamato

[121] 170721

de etila em uisque,!”® vinho, solucdes modelo de etano e vinho (adicionadas de uréia

e citrulina)>!"”]

ocorrem mais rapidamente com o aumento da temperatura. Este fato foi
comprovado anteriormente neste trabalho estudando-se a formagao de uretana em amostras de
aguardente recém destiladas (se¢ao 4.3).

Assim foi acompanhada a formacdo de CE em solugdes modelo de aguardente
contendo KOCN (2,08 x 10 mol/L), nas temperaturas de 15, 25 e 35°C. A Figura 16

claramente evidencia a influéncia da temperatura na evolugdo da formacao de uretana para as

solugdes modelo.
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Figura 16. Formac¢do de carbamato de etila (mol/L) em fun¢do do tempo (segundos) em
solugdes modelo de aguardente (48% v/v) adicionadas com 2,10 x 10 mol/L de KOCN, a 15°C (m),
25°C () e a35°C (A)empH4,5.

Analogamente ao observado para experimentos com aguardente recém destiladas

(secdo 4.3), o aumento da temperatura (Tabela 21) promoveu uma reducao nos valores de ¢;,,

e das constantes de velocidade (k,py).

Tabela 21. Temperatura das solu¢des modelo de aguardente (48% v/v) adicionadas com 2,10
x 10®° mol/L de KOCN, concentracdo de carbamato de etila formado [CE Jsormado Kos € £12€m pH 4,5.

Temperatura da solucao [CE]formado Kops tip
modelo de aguardente
15°C 0,65x 10°mol/L  3,7x10°/s  2,0x 10" s (5,56 horas)
25°C 0,62x 10°mol/L  8,6x10°/s 8,1 x 10’ s (2,26 horas)
35°C 0,64x 10°mol/L  3,6x10%/s  2,1x10°s (0,59 horas)

Utilizando-se o valor de k. (Tabela 21) a 15, 25 e a 35°C, juntamente com as

Equagoes 1, 2 e 3 (se¢do 3.7) foi possivel calcular os parametros de ativagao: AH 20,6
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keal/mol, 48 - 96,1 cal/K e AG" 48,7 kcal/mol. A Tabela 22 apresenta os parametros de
ativacdo, obtidos neste trabalho para aguardentes recém destiladas e solugdes modelo de
aguardente, ¢ em trabalhos anteriores com solu¢des modelo de etanol adicionadas de uréia,
citrulina e isocianato de potassio.l’>7>""-7%121]

Observa-se (Tabela 22) que os valores de AH para as aguardentes recém destiladas
difere de mais de 13 kcal/mol para os experimentos com solu¢des modelo de aguardente e
solucdes adicionadas com de isocianato de potassio.l”” Quando se compara os valores de AH

das aguardentes recém destiladas com as solu¢des de etanol adicionadas de uréial’¥

e
citrulina’”¥ a diferenca é de menos de 9 kcal/mol. Neste ponto, a comparagio pura e simples
dos parametros termodinamicos pouco informa sobre a reagao.

A energia de ativagdo (E,) da reacdo calculada a 25°C foi de 19,0 kcal/mol, valor este
semelhante ao calculado em trabalho anterior”” para solu¢des modelo etanol (20 % v/v
etanol, pH 5) adicionada isocianato de potassio, £, 76,2 kJ/mol (= 18,2 kcal/mol). Entretanto,
este valor de E, difere ligeiramente do reportado’“para a uréia E, 107 kJ/mol (= 25,6

kcal/mol) e para a citrulina £, 113 kJ/mol (= 27,0 kcal/mol), ambas em solugdes 20% v/v

etanol e pH 3,2.

Tabela 22. Parametros de ativacdo para a formagdo de carbamato de etila deste e de trabalhos
anteriores.

Bebida Teor alcodlico pH AH AS8* AG*
(% v/v etanol) (kcal/mol) (cal/K) (kcal/mol)
Aguardente recém destilada 41 4,6 34 - 69 54
Solugdo modelo de aguardente 48 4,5 20,6 - 96,1 48,7
Etanol + uréial”" 20 3,2 25,6 - -
Etanol + citrulina”" 20 3,2 27,0 - -
Etanol + isocianato!””! - 32 18,2 - -
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Outro parametro avaliado nos experimentos com solugdes modelo de aguardente,

adicionada de ions cianato, foi o teor alcodlico, ou seja, a influéncia da concentragao de etanol

na ordem da reagdo. E conhecido!’” que a adicao de uréia em solu¢des modelo de etanol (20%

v/v e pH 3,2), com diferentes teores alcodlicos, conduz a formacao de uretana com teores

finais diferentes, com uma constante de velocidade de 7,5 x 10°/h (2,08 x 1013 /s).

Foi acompanhada a variacdo do teor de uretana em solu¢des modelo de aguardente,

com diferentes teores alcoodlicos, fortificadas com teores iguais de KOCN. A Tabela 23

apresenta a concentracdo de CE formado, o k., € o ¢;, para as solucdes modelo de

aguardentes em diferentes teores alcodlicos a 25°C e a 35°C.

Tabela 23. Teor alcodlico das solugdes modelo de aguardente adicionadas com (2,10 £ 0,10)
x 10” mol/L de KOCN, carbamato de etila formado [CE ]iormados koss € £12, a 25°C ¢ a 35°C, em pH 4.,5.

Teor alcoolico [CE]formado Kobs t1 Temperatura

(% v/v etanol) ()
13,3 (2,30 mol/L) 0,19 x 10 mol/L 9,0x 107 /s 7,7x10°s 25
24,4 (4,18 mol/L) 0,39 x 10”° mol/L 9,2x 107 /s 7,6 X 10° s 25
48,0 (8,23 mol/L) 0,62 x 107 mol/L 8,6x 107 /s 8,1x10°s 25
1,70 (029 mol/L)  3,35x 10%mol/L 4,1 x10"/s 1,7x10° s 35
2,00 (0,34 mol/L)  1,90x 10" mol/L  42x10*/s 1,6x10° s 35
4,54 (0,78 mol/L)  420x 10" mol/L  4,4x10"/s 1,6 x 10° s 35
526 (0,90 mol/L)  4,00x 10" mol/L  4,3x10"/s 1,6 x 10° s 35
10,6 (1,81 mol/L)  1,74x 10°mol/L 3,6 x10"/s 1,9x 10° s 35
22,4 (3,83 mol/L)  3,00x 10°mol/L  3,6x10"/s 1,9x 10° s 35
350(6,00mol/L)  4,80x 10°mol/L  4,2x10"/s 1,8x 10° s 35
48,0 (8,23 mol/L)  6,40x 10°mol/L 3,6 x 107/s 2,1x10°s 35
57,5(9.85mol/L)  720x 10 mol/L  43x10%/s 1,7x10° s 35
70,0 (12,0 mol/L)  7,10x 10  mol/L 3,6 x 10™/s 2,1x10%s 35
83,1 (142mol/L)  730x10°mol/L  3,6x10*/s  2,0x10°s 35
91,5(15,7mol/L)  7.34x 10 mol/L 3,6 x10™/s 2,0x10° s 35
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Observa-se na Tabela 23 que a constante de velocidade de formacdo do CE nao
dependeu do teor alcoolico das solugdes modelo de aguardente no intervalo de concentracao
estudado, fato este comprovado pelos valores de k.55 = 8,9 x 10° /s e tip = 7,80 x 10° S, a
25°C. Foram também concordantes dentro do erro experimental os valores das constantes de
velocidade (ko) € tempo de meia-vida (¢,/), respectivamente de (4,00 + 0,35) x 107 /s e (1,83
+0,35) x 10” s, a 35°C (Tabela 23). Ndo ¢é demais lembrar que nestas condi¢des a [ETOH]
>>> [KOCN]. No entanto, a concentragdao final de uretana apresentou dependéncia do teor
alcoolico da solucao, entendendo-se a variacao do teor alcodlico de 1,70 a 91,5% v/v etanol.

A Figura 17 apresenta a relacdo entre os diferentes teores alcoolicos e a razdo
concentracdo de carbamato de etila formado pela concentracdo de ion cianato adicionada a
35°C ([CElformado / [OCN Jagicionado). Observa-se que a concentra¢do de carbamato de etila
formado, para diferentes solu¢cdes modelo de aguardente adicionada com KOCN, aumenta a
medida que o teor alcodlico ¢ aumentado. Observa-se também que acima de
aproximadamente 60% v/v de etanol (10,3 mol/L), a razdo ([CElJformado / [OCN Jadicionado)

torna-se constante, aproximadamente igual a 0,35.
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Figura 17. Dependéncia da formagdo do carbamato de etila em fungdo do teor alcodlico, para
solugdes modelo de aguardente adicionadas com 2,10 x 10° mol/L de KOCN com diferentes teores
alcodlicos (1,70 a 91,5% v/v etanol) a 35°C em pH 4,5.

Estes resultados conduzem a reflexdes. Nas condigdes do experimento (Tabela 23), a
constante de velocidade ndo dependeu da concentragdo de etanol (0,29 mol/L < [CE] < 15,7
mol/L), mas o teor final de carbamato de etila sim. Isto indica que a molécula de etanol nao
esta participando da etapa determinante da reagao.

Existe ainda um segundo ponto a considerar. A concentracdo de etanol superior a
aproximadamente 10 mol/L, o rendimento em termos de CE permanece constante. Isto sugere
que todo o reagente disponivel para a formacdo de uretana reage com o etanol, indicando a

possivel existéncia de uma reacdo competitiva consumindo este reagente.

4.6 Estudos tedricos sobre a formacdo de carbamato de etila

O 4acido cianico (HOCN) e o acido isocidnico (HNCO) existem em equilibrio

(Esquema ]4):[80,1 16]
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H-O-C=N === H-N=C=0

ac. isocianico

ac. cidnico
[80,116]

Esquema 14. Equilibrio do acido cianico e isocianico.

A literatura estima a partir de dados de infravermelho, que a concentragcdo de acido

cidnico ¢ no méaximo 0,2% da soma dos isémeros.!''® Os valores de constante de dissociagio

(K,) para ambos os 4cidos ¢ estimados!''® em 2,2 x 10 a 25°C. O aumento da temperatura

favorece a formacio de HNCO!''® (Esquema 14).
Como em aguardentes, o pH esta em torno de 4,5, uma fracao consideravel do cianeto

adicionado encontra-se protonado nestas condigdes (pk, = 3,9). Considerando-se que os

valores numéricos para as constantes de velocidade para a formagdo do CE aumentam com o

aumento da concentracdo hidrogénionica (Tabela 18) ¢ coerente admitir-se que a forma

[116,124,125] para

reativa ¢ a forma protonada.
A existéncia de um dimero do acido isocidnico foi proposta na literatura

explicar suas propriedades. Este dimero (NH,CONCO ou NH,COOCN), por reagdo com ions
OH’, originaria 4cido carbamico e OCN " .MH&AST phop gutro lado, o acido isocianico, por
hidrolise originaria CO, e NH; (Esquema 15).

H 0
HEN’;c):o }Nﬁc// o—c—o0
— /{d \ ) = +

e H o: N
= T R

Estado de transicao da primeira etapa (TSI): 4E = 39,4 kcal/mol e 4G = 41,8 kcal/mol. Intermediario da reacio (INT):
AE = - 19,0 kcal/mol e 4G = - 12,6 kcal/mol. Estado de transi¢do da segunda etapa (TSII): 4E = 21,4 kcal/mol ¢ 4G =

==L

25,6 kcal/mol. Produto complexo (PC): 4E = - 15,1 kcal/mol e AG = - 13,7 kcal/mol.
Esquema 15. Proposta de reacgdo paralela entre o HNCO e a dgua.

Assim, os produtos desta reagdo (Esquema 15) seriam — 13,7 kcal/mol mais estaveis

que os reagentes, o que implicaria em um valor de K., igual a 1,1 x 10", Assim, a
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decomposicao do acido isocianico poderia ser uma possivel etapa, que concorreria com a
reacdo de formagdo do carbamato de etila. A este ponto ¢ interessante considerar as vias
possiveis pelas quais o carbamato de etila pode ser formado, por reacao de acido isocianico ou
cianico com etanol.

Segundo calculos quanticos, considerando a presenca da molécula de etanol na
presenca de agua, a formagao do CE via 4cido isocianico seria exotérmica por um AG — 14,1
kcal/mol, envolvendo um estado de transi¢cao, com AE 32,9 kcal/mol ¢ 4G 37,8 kcal/mol

(Esquema 16).

H
\\N;C:O H

N \ //0
<Hf—‘a> - /SN /"

N H O—CH,
H,C——CH;

Estado de transicio (TS): 4E = 32,9 kcal/mol e 4G = 37,8 kcal/mol. PC: AE = - 22,6 kcal/mol e AG = - 14,1 kcal/mol.

Esquema 16. Proposta de formacao do carbamato de etila a partir da reag@o entre o HNCO e o
etanol.

Para o 4cido cianico, o valor de 4G seria de — 36,7 kcal/mol na presenca de uma
molécula do solvente (H,0). Entretanto, a modelagem prevé dois estados de transi¢ao (TSI e
TSII), com AE 46,8 kcal/mol e AG 49,0 kcal/mol para o primeiro e 4E 10,6 kcal/mol e 4G

13,8 kcal/mol para o segundo estado de transi¢ao (Esquema 17).

H H
(=c—o" \o “\ //0
;“- 3 / ...-:"‘- N—2~C CH3
H/*O N—=C CH, / \
Eah ) / H 0 —CH,
H,C——CHj H O0—-CH,

TSI: AE = 46,8 kcal/mol e 4G = 49,0 kcal/mol. INT: 4E = - 21,1 kcal/mol e AG = - 14,4 kcal/mol. TSII: 4E = 10,6 kcal/mol
e AG = 13,8 kcal/mol. PC: 4E = - 43,2 kcal/mol e AG = - 36,7 kcal/mol.

Esquema 17. Proposta de formacao do carbamato de etila a partir da reag@o entre 0 HOCN e o
etanol.
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Portanto, embora termodinamicamente mais favoravel que a via envolvendo o acido
isocianico em — 22,6 kcal/mol, existe uma barreira ditada pelas energias dos estados de
transi¢do. Esta, considerando AG, favorece a via envolvendo o acido isocianico por — 25
kcal/mol.

Os diagramas das energias relativas (4G) encontram-se nos Anexos V, VI e VI

4.7 Solugcoes modelo de aguardente adicionada de ions cianeto (CN')

Também é mencionado na literatura?’-*%>-6%

que o acido cianidrico (HCN) atua como
um precursor de carbamato de etila em bebidas (uisque, saque, licor). E proposto que os fons
CN" em solucao sofreriam uma reacao de adicdo nucleofilica na presenga de compostos
carbonilicos, tais como a pentanona (CsHgO,), o diacetil (C4HO;) e o metilglioxal (CsH40,),

originando acido cianico (HOCN) e isocianico (HNCO). Estas duas formas na presenga de

etanol levariam a formagdo de uretana (Esquema 18).5%%!1°]

H-C=N — [H—O—CEN +—> H—N=C=O] + C,H;OH —» H,NCOOC,Hs;

ac. cianidrico ac. cianico ac. isocianico etanol carbamato de etila

Esquema 18. Proposta para a formagdo de carbamato de etila via acido
cianico/isocidnico. !

Considerando-se que o carbamato de etila forma-se também apods a destilacao,
procurou-se verificar a formagao de uretana em solugdes modelo de aguardentes apos a adi¢ao
de cianeto de sodio (NaCN). A Figura 18 ilustra o perfil da variacdo da concentragao de CE

em uma aguardente em fun¢do do tempo, a qual foi adicionada de NaCN.
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Figura 18. Variacdo na concentracdo de carbamato de etila (mol/L) em func¢do do tempo

(segundos) para uma solugio modelo de aguardente (48% v/v) adicionada de 1,22 x 10° mol/L de
NaCN, a 30°C em pH 4,5. Insert do grafico de In ([CE]. — [CE];) versus o tempo (segundos).

Os resultados destes experimentos prévios encontram-se na Tabela 24. Nota-se que a

concentracdo final de carbamato de etila dependeu da concentracio de ions cianeto
adicionada. Além disto, observa-se uma clara reducao nos valores de #;, em fungdo do
aumento da temperatura, fato este comprovado com o aumento do valor das constantes de

velocidade observada (k,ps).

Tabela 24. Constantes de velocidade (k) para o ion CN™ experimental e tedrica para o ion

OCN’ para solugdes modelo de de aguardente (48% v/v), a temperatura de 25, 30, 35 e 37°C, em pH

Temperatura [CE] formado kobs [CNT] "kops [OCN]
[CN_]adicionado

30°C 0,06 2,1x107 /s 1,8x 107 /s

37°C 0,07 49x 107 /s 3,9x 10% /s

" Calculado por meio do grafico de Ahrrenius das solugdes modelo de aguardente adicionada de KOCN.
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Nota-se, outrossim que as constantes de velocidade para a formagao da uretana (k,ps),
em solugdo contendo NaCN, sdo inferiores aqueles que ocorrem na presenca de KOCN
(Tabela 24).

A este ponto ndo se pode muito esclarecer (teorizar) sobre os mecanismos das reacdes
envolvendo KOCN e NaCN, considerando-se apenas os valores de k., (Tabela 24).
Entretanto, estes apresentam diferencas além do erro experimental. Assim ¢ concebivel que os
mesmos ocorram por mecanismos que envolvam etapas determinantes diferentes. O estudo

das reagdes envolvendo o NaCN ¢ tema de pesquisa em andamento em nosso laboratorio.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Os experimentos indicam que apenas parte do carbamato de etila ¢ transferida durante
a destilacdo. Em aguardentes ja estabilizadas, com respeito ao teor de CE, nova destilacao
reduz o teor de uretana em até 92%.

Para aguardentes recém destiladas, de diferentes origens, foi possivel constatar que o
CE também se forma apo6s a destilacao, e que a formacgao esta completa apos 10 dias. A luz
difusa nao influencia o processo o qual, entretanto ¢ dependente da temperatura. Se observou
que a reacdo ocorre com k. de (6,4 £ 0,5) x 107 /s, a 25°C e pH 4,5, sendo este valor
independente da origem da aguardente e da exposicao a radiagdo luminosa (luz difusa). Os
parametros termodinamicos calculados para esta reagdo sao AH 34 keal/mol, 48" - 69 cal/K e
AG* 54 kcal/mol. Foi possivel estimar como inferior a 60% em média do CE total, o teor de
uretana formado no interior do destilador.

O excesso de uréia presente no vinho pode se decompor pelo aquecimento do mesma
no processo de destilagcdo, formando preferencialmente acido isocidnico, o qual originaria CE
por reagdo com o etanol.

Estudos com aguardente as quais foi adicionado KOCN, indicam que ocorre a
formacdo de uretana, com ks (8,60 = 0,4) x 10° /s, a 25°C, pH 4,5, com AH 20,6 kcal/mol,
AS" - 96,1 cal/K e AG* 48,7 kcal/mol. Esta reagdo nao ¢ influenciada por radiagdo luminosa na
faixa de 250 a 500 nm, bem como pela concentragdo em alcool da aguardente na faixa de 0,29
a 15,7 mol/L. Trata-se nestas condi¢des de uma reacao que depende da concentracao de etanol
e de KOCN. A concentracdo de etanol inferior a faixa estudada, deveria apresentar
comportamento de segunda ordem, sendo de ordem 1 em KOCN e ordem 1 em etanol. Com o
aumento da concentragdo de etanol, o grafico de ks versus a concentragdo de etanol deve
apresentar um comportamento de saturacdo, tendo a constante de velocidade observada a altas

concentragdes de etanol (aguardente). O rendimento no teor de CE aumenta em fung¢do do teor
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alcodlico do meio, atingindo um valor maximo a 60% v/v, que corresponde a 35% do
esperado considerando-se a reagdo estequiométrica, estudada em fung¢do da concentracao
hidrogenidnica do meio.

Célculos quanticos sugerem que o HNCO ¢ a molécula reativa. Os resultados
experimentais colhidos at¢é o momento sugerem a existéncia de uma reacdo paralela
consumindo parte do HNCO e, portanto limitando &, € a relagdo [CE]icsrico / [ CE]experimentat-

Experimentos preliminares sugerem que o cianeto de sddio em meio alcoodlico também
origina carbamato de etila.

Embora os resultados aqui relatados digam respeito a aguardente de cana, estes
também se aplicam a quimica de etanol para o qual o teor de CE também devera ser

controlado.
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ANEXOS

Anexo I. Modelo do questionario respondido pelos produtores de aguardente.

Nome do Produtor:

Nome do Produto:

Municipio: Endereco:
CEP: Telefone para contato: () Celular: ()
E-mail: Fax: ()

Producao anual em litros:

Qual a variedade da cana utilizada?

Origem da cana: Propria ( ) Comprada ( )

Cana: Crua () Queimada ( ) Mistura das duas ( )

Se misturar as duas, qual a porcentagem da mistura?

Tipo de Solo: Cana Lavada: Sim () Nao ()
Qual o tempo gasto entre o corte da cana e a moagem?

Choveu durante o periodo entre o corte € a moagem da cana?

Usa produto organico na lavoura: Sim ( ) Nao( ) Qual:

Usa defensivo na lavoura: Sim ( ) Nao () Qual:

Tipo de Alambique: Cobre ( ) Inox ( ) Aluminio( ) Outro ( )
Qual o volume do alambique?

Em caso de alambique misto, especifique o material dos seguintes componentes:

Panela: Capitel:

Alonga: Serpentina ou Resfriadeira:

Aquecimento do alambique: lenha ou bagaco ( ) vapor produzido em caldeira ( ) gas ()
A temperatura do alambique é controlada durante a destilagdo? Sim ( ) Néo ( )

Durante a destilag@o, separa cabega e cauda: Sim ( ) Nao ( )

Se afirmativo qual € o critério que usa para isso?

Grau alcoolico? Temperatura?

Qual é o destino da cabeca? Descarte ( ) Nova destilagdo ( ) Outro ( )

Em caso de outro destino, especifique:

Qual é o destino da cauda? Descarte ( ) Nova destilagdao ( ) Outro ( )

Em caso de outro destino, especifique:

Em caso de nova destilacdo, a cabeca e a cauda sdo misturadas? Sim ( ) Nao ( )

A cachaga resultante desta nova destilagdo ¢ misturada com o coragdo da alambicada anterior ou é

utilizada para a producao de outros produtos (licor, batidas)?
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Anexo I. Continuagdo do modelo do questionario respondido pelos produtores de

aguardente.

Quando a destilag@o ¢ feita em coluna, qual o tipo da mesma?

A coluna possui alguma parte em cobre? Sim( ) Nao( ) Qual:

Tipo de fermento usado na fermentagao:

Qual o tempo médio em horas da fermentacdo?

Qual o grau Brix no qual ¢ iniciada a fermentagdo?

Adiciona uréia ou outra substancia durante a fermentagdo: Sim ( ) Nao ()
Qual:

Controla a temperatura do processo de fermentagdo? Sim( ) Néo ( )

Em caso afirmativo, qual a temperatura inicial? Qual a temperatura final?
Controla o pH do mosto? Sim ( ) Néo ( )

Em caso afirmativo, qual o pH?

Qual o material da dorna de fermentagdo?

Destilagdo: Simples () Bidestilada ()

Adicao de Caramelo: Sim ( ) Nao ( )

Em caso de resposta afirmativa, informe o teor adicionado:

(a)0,5gL (b)2g/lL (c)6gl (d)8g/L (e)acimade10g/L
Adicao de Agticar: Sim ( ) Nao ()

Em caso de resposta afirmativa, informe o teor adicionado:

(a)2glL (b)4gL (c)6gll (d)8gL (e)acimadelOg/L
Aguardente Envelhecida: Sim () Nao ()

Tipo de madeira do tonel:

Carvalho () Amendoim ( ) Castanheira ( ) Jequitiba ()

Balsamo ( ) Amburana ( ) Outros ( ) Qual:

O tonel foi submetido a queima interna?

Sabe estimar a idade do tonel? Volume do tonel em litros:

Tempo de envelhecimento:

A aguardente é envelhecida em mais de um tipo de madeira?

Se afirmativo, quais as madeiras e quanto tempo a aguardente fica em cada tonel?

Obs: Estas informacoes serao estritamente confidenciais.
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Anexo II.

Tabela. Medidas pH, média, valor minimo e valor maximo de aguardentes comerciais
analisadas no LDQA-USP

Aguardente Comercial pH

A 4.4
4,6
5,0
3.9
3,7
4,9
5,7
4,2
4,7
4,2
4,3
4,2
3.8
4,1
4,3
4,6
3.8
59
3.9
4,0

- »nn O v Oz 0 R =~ T QO ™MOUTI O

Média dos pHs 4,4
Valor minimo de pH 3,7

Valor maximo de pH 5,7
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Anexo III. Energias relativas 4G para a degradacdo da uréia a acido isocidnico
(HNCO).
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Figura. Energias relativas 4G para a degradagdo da uréia a acido isocianico (HNCO).
Estado de transicio (TS): 4E = 51,2 kcal/mol e 4G = 48,4 kcal/mol. Complexo produto
(PC): 4E=22,4 kcal/mol e AG = 13,8 kcal/mol.
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Anexo IV. Energias relativas 4G para a degradagao da uréia a acido cianico (HOCN).
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Figura. Energias relativas 4G para a degradagdo da uréia a acido cianico (HOCN).

Estado de transicao da primeira etapa (TSI): 4E = 49,0 kcal/mol ¢ AG = 44,4 kcal/mol.
Intermediario da reacio (INT): 4F = 18,6 kcal/mol e AG = 18,5 kcal/mol. Estado de transi¢io da
segunda etapa (TSII): 4F = 83,3 kcal/mol ¢ 4G = 80,2 kcal/mol. PC: 4E = 45,7 kcal/mol e 4G =

38,1 kcal/mol.
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Anexo V. Energias relativas 4G para reagao paralela entre o HNCO e a agua.
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Figura. Energias relativas 4G para reagao paralela entre HNCO e a agua.

Estado de transicdo da primeira etapa (TSI): 4F = 39,4 kcal/mol e 4G = 41,8 kcal/mol.
Intermediario da reac¢io (INT): 4E = - 19,0 kcal/mol ¢ 4G = - 12,6 kcal/mol. Estado de transi¢cdo
da segunda etapa (TSII): 4E = 21,4 kcal/mol e AG = 25,6 kcal/mol. Produto complexo (PC): 4E = -

15,1 kcal/mol e AG = - 13,7 kcal/mol.
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reagao entre o HNCO e o etanol.

Energia relativa (AG kcal.mol™)
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Anexo VI. Energias relativas 4G para a formagao do carbamato de etila a partir da
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Figura. Energias relativas 4G para a formagao do carbamato de etila a partir da reagdo entre o
HNCO e o etanol.
Estado de transicdo (TS): 4E = 32,9 kcal/mol e 4G = 37,8 kcal/mol. PC: 4E = - 22,6
kcal/mol e 4G = - 14,1 kcal/mol.
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Anexo VII. Energias relativas AG para a formagao do carbamato de etila a partir da

reagao entre 0o HOCN e o etanol.
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Figura. Energias relativas 4G para a formagao do carbamato de etila a partir da reag@o entre o

HOCN e o

etanol.

TSI: AE = 46,8 kcal/mol e 4G = 49,0 kcal/mol. INT: 4E = - 21,1 kcal/mol e 4G = - 14,4
kcal/mol. TSII: 4E = 10,6 kcal/mol e 4G = 13,8 kcal/mol. PC: 4E = - 43,2 kcal/mol e AG = - 36,7

kcal/mol.
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