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RESUMO

O vinho tem propriedades benéficas oriundas do consumo moderado desta bebida
devido a presenca de compostos fendlicos. Entretanto, dentre os compostos
presentes em vinhos, encontram-se 0s seguintes compostos toxicos: acetaldeido,
formaldeido, carbamato de etila, furfural, acroleina e furano. Estes compostos séo
hepatotdxicos e, inclusive, alguns desses tém associacdo com o cancer. A Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classifica, por exemplo, o
formaldeido e o acetaldeido associado ao consumo de bebidas alcodlicas como
carcinogénicos para o0s seres humanos, o carbamato de etila como provavel
carcinogénico, o furano como possivel carcinogénico e a acroleina e o furfural como
nao classificaveis como carcinogénicos. Assim, o objetivo deste trabalho foi (i)
validar um meétodo para determinacdo simultdnea de seis compostos téxicos
(formaldeido, acetaldeido, carbamato de etila, furano, furfural e acroleina) presentes
em vinhos através do uso da microextracdo em fase sélida no modo headspace (HS-
SPME) acoplada a cromatografia gasosa bidimensional abrangente com detector por
espectrometria de massas por tempo de voo (GCxGC/TOFMS); (ii) verificar a
influéncia do estadio de maturacéo e tempo de maceracédo das uvas Syrah utilizadas
na vinificacdo, (iii) determinar a estimativa de exposicdo e caracterizar o risco da
exposicdo a estes compostos toxicos através do consumo de vinho. O uso da
GCxGC/TOFMS foi importante para a correta identificacdo e quantificagcdo do
acetaldeido e acroleina que co-eluiram na primeira dimensdo cromatografica (‘D)
com outros compostos presentes nos vinhos Syrah. O avanco do grau de maturacéo
e prolongamento do tempo de maceracdo das uvas sao pontos criticos relacionados
a formacdo de compostos toxicos. Essas etapas estédo relacionadas ao aumento da
concentracdo de compostos no mosto/vinho que podem atuar como precursores da
formacédo dos toxicos. O formaldeido (23,4-205,91ug/L), o acetaldeido (51,49-961,98
pg/L), a acroleina (8,43-410,38 ug/L), o furano (47,08-295,19 pg/L) e o furfural
(51,19-1715,29 pg/L) foram encontrados em todas as amostras avaliadas. O
carbamato de etila (<0,3 — 242,3 pg/L) foi encontrado em 89,5% das amostras
avaliadas. A exposicdo ao furano, acroleina e carbamato de etila através do
consumo de vinho representa risco para a saude dos consumidores, pois 0s valores
da margem de exposi¢cdo para estes compostos foram menores do que o parametro

estabelecido como seguro pela Organizacdo Mundial da Saude (menor do que



10.000) para todas as amostras em que estes compostos foram detectados. O
formaldeido, o acetaldeido e o furfural ndo representam risco para a saude do
consumidor. Estratégias para a reducdo da formacdo destes compostos toxicos
devem ser desenvolvidas, especialmente em relacdo ao furano, acroleina e
carbamato de etila que foram os compostos que indicaram risco para a saude dos
consumidores. Além disso, os dados gerados neste trabalho poderdo contribuir no
estabelecimento de programas que visem o controle da formagao destes compostos
e de normas regulamentadoras relacionadas aos limites maximos permitidos para

estes compostos.

Palavras-chave: vinho; avaliacdo de risco; carbamato de etila; formaldeido;

acetaldeido; acroleina; furano, furfural.



ABSTRACT

The wine has beneficial properties derived from the moderate consumption of
this drink due to the presence of phenolic compounds and stilbene. However, among
the compounds present in wine, are the following toxic volatile compounds:
acetaldehyde, formaldehyde, ethyl carbamate, furfural, furan and acrolein. These
compounds are hepatotoxic and even some of these are associated with cancer. The
International Agency for Research on Cancer (IARC) classifies, for example,
formaldehyde and acetaldehyde associated with alcohol consumption as
carcinogenic to humans, ethyl carbamate as a probable carcinogen, furan as a
possible carcinogen and acrolein and furfural non-classifiable as to carcinogenic. The
objective of this study was (i) to validate a method for simultaneous determination of
six toxic compounds (formaldehyde, acetaldehyde, ethyl carbamate, furan, furfural
and acrolein) present in wines through the use of headspace solid phase
microextraction (HS-SPME) coupled to the comprehensive two-dimensional gas
chromatography time-of-flight mass spectrometric detector (GCxGC/TOFMS); (ii) to
evaluate the influence of maturation stage and maceration time of Syrah grapes used
in winemaking, (iii) to determine the estimated exposure and characterize the risk of
exposure to these toxic compounds through the wine consumption. The use of
GCxGC/TOFMS was important for the identification and quantification of
acetaldehyde and acrolein that co-eluted in the first chromatographic dimension (*D)
with other compounds present in Syrah wines. The advance of ripeness and
extension of the grape maceration time are critical points related to the formation of
toxic compounds. These steps are related to the concentration of compounds in the
must/wine which can act as precursors to the formation of toxic substances.
Formaldehyde (23,4-205,91ug/L), acetaldehyde (51,49-961,98 ug/L), acrolein (8,43-
410,38 ug/L), furan (47,08-295,19 ug/L) and furfural (51,19-1715,29 pg/L) were found
in all samples. The ethyl carbamate (<0,3 — 242,3 ug/L) was found in 89,5% of the
samples. Exposure to furan, acrolein and ethyl carbamate through wine consumption
poses a risk to the health of consumers as the margin of exposure values for these
compounds were smaller than the parameter established as safe by the World Health
Organization (lower than 10.000) for all samples in which these compounds were
detected. Formaldehyde, acetaldehyde and furfural pose no risk to consumer health.

Strategies for reducing the formation of these toxic compounds to be developed,



especially in relation to furan, acrolein and ethyl carbamate that have the indicated
risk to consumer health. Furthermore, the data generated in this study may contribute
to the establishment of programs to control the formation of these compounds and
regulatory standards related to the maximum allowable limits for these compounds.

Keywords: wine; risk assesment; ethyl carbamate; formaldehyde;
acetaldehyde; acrolein; furan; furfural.
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1 INTRODUCAO

O vinho tem propriedades benéficas oriundas do consumo moderado desta
bebida. Estes efeitos sdo observados, principalmente, devido a presenca dos
compostos fendlicos que reduzem o risco de doengas cardiovasculares e possuem
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, entre outras (LIPPI et al., 2010;
CHIVA-BLANCH et al., 2013; SHEN et al., 2015). Entretanto, dentre 0s compostos
presentes em vinhos, encontram-se 0s seguintes compostos toxicos: acetaldeido,
formaldeido, carbamato de etila, furfural, acroleina e furano. A presenca destes
compostos em bebidas fermentadas € comum, uma vez que sao formados durante o
metabolismo normal dos micro-organismos ou atraves de reagdes que envolvem os
compostos produzidos durante a fermentacdo (LIU e PILONE, 2000; KACHELE et
al., 2014; CHUNG et al., 2015; JEONG et al., 2015; NOBREGA et al, 2015;
PERESTRELO; SILVA; CAMARA, 2015).

Os efeitos toxicos da ingestdo aguda destes compostos presentes nas
bebidas alcodlicas estdo relacionados com sintomas como nauseas, vOmito,
inquietacao, suor, confuséo, queda na presséo e dores de cabeca (DE AZEVEDO et
al.,, 2007). O acetaldeido, por exemplo, desempenha um papel importante na
carcinogenicidade do trato aerodigestivo superior do qual fazem parte a cavidade
oral, faringe, laringe e es6fago (EREN et al, 2014).

A IARC classifica as substancias toxicas em quatro grupos, de acordo com a
carcinogenicidade para humanos: no grupo 1 estdo 0s compostos carcinogénicos, o
grupo 2 inclui substancias provavelmente carcinogénicas (2A) e possivelmente
carcinogénicos (2B), no grupo 3 estdo as substancias nao classificaveis como
carcinogénicas e no grupo 4 estdo incluidos os agentes provavelmente nao
carcinogénicos. A IARC classificou o formaldeido e acetaldeido ingerido
especificamente através das bebidas alcodlicas no grupo 1, o carbamato de etila no
grupo 2A, o furano no grupo 2B e a acroleina e o furfural no grupo 3 (IARC, 2016).

O Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo e da Organizacdo Mundial da Saude
(JECFA, do inglés: Joint FAO/WHO Experts Committee on Food Additives) nao

estabelece parametros de ingestdo segura para estes compostos. Isso se deve ao
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fato do acetaldeido, do formaldeido, do carbamato de etila, do furfural, da acroleina
e do furano serem identificados como genotoxicos e carcinogénicos em varios
estudos (LACHENMEIER et al., 2009; WANG et al., 2012; COSTA et al., 2015).

A avaliacdo do risco causado pela exposicdo humana a substancias quimicas
na dieta €& amplamente reconhecida como um processo fundamental no
desenvolvimento de padrdes alimentares seguros (WHO, 1997). O célculo da
margem de exposicdo (MOE, do inglés: margin of exposure) € uma abordagem que
tem sido cada vez mais utilizada na avaliagdo da exposi¢cao a substancias que sao
genotoxicas e carcinogénicas. A MOE é usada para classificar substancias, indicar o
nivel de preocupacéo e priorizar acdes de gerenciamento de risco pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS). Um valor de MOE igual ou superior a 10.000 indica uma
baixa preocupacao do ponto de vista da saude publica e pode ser considerada como
uma prioridade baixa para acdoes de gerenciamento de riscos (BENFORD et al,
2010; BENFORD, 2015).

1.1 JUSTIFICATIVA

Os dados relativos a quantificagdo de compostos potencialmente téxicos
produzidos durante a elaboracdo de vinhos sdo escassos. Além disso, até o
momento, os trabalhos feitos para avaliar o risco da exposicdo a estes compostos
através do vinho e verificar se representam risco para a saude dos consumidores
sao incipientes. Além disso, a avaliacdo do risco da exposicdo a estes compostos
toxicos através do consumo de vinho é relatada na literatura apenas para o
acetaldeido quantificado em vinho comercializado na Italia (Paiano et al., 2014) e
acetaldeido, carbamato de etila, formaldeido e furano utilizando dados quantitativos
previamente publicados em outros estudos (Lachenmeier et al., 2012). Cabe
salientar que os trabalhos que tém sido desenvolvidos objetivam quantificar apenas
um composto téxico, sendo que nenhuma pesquisa realizada até o momento se
preocupou com o desenvolvimento de um Unico método para a determinacéo
simultanea de varios compostos toxicos produzidos durante a elaboracdo dos
vinhos.

No Brasil ndo ha legislacdo que estabeleca a concentracdo maxima dos
compostos alvo desta pesquisa em vinhos. Em relagcdo ao carbamato de etila e

acroleina, ha limites estabelecidos para estes compostos apenas para a cachaca
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(BRASIL, 2005); para o acetaldeido e furfural, ha limites para a cachaca, conhaque,
graspa, aguardente de vinho e pisco (BRASIL, 2010). A necessidade do
estabelecimento de normas que regulamentem os limites maximos permitidos destes
compostos em vinhos torna esta area de pesquisa ainda mais relevante no que diz
respeito a geracdo de dados sobre os niveis destes compostos, bem como da
avaliacdo do risco da exposicao a estes compostos através do consumo de vinho.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

- Validar um método para a determinacdo simultanea de seis compostos toxicos
produzidos durante a vinificacdo e avaliar o risco relacionado a exposicao a estes

através do consumo de vinho.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Validar um método para deteccdo e quantificacdo simultdanea de seis compostos
toxicos (formaldeido, acetaldeido, carbamato de etila, furano, furfural e acroleina)
presentes em vinhos comerciais através do uso da microextracdo em fase solida no
modo headspace (HS-SPME) acoplada a cromatografia gasosa bidimensional
abrangente com detector por espectrometria de massas por tempo de Voo
(GCxGCITOFMS);

- Verificar a influéncia do estadio de maturacao e tempo de maceracao das uvas
Syrah utilizadas na vinificacdo nos niveis dos compostos téxicos;

- Determinar a estimativa de exposicdo a estes compostos toxicos através do
consumo de vinho;

- Caracterizar o risco da exposicdo aos compostos toxicos presentes nos vinhos

através da determinacao da MOE;

1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.3.1 Vinho — Produc¢éo e consumo

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento vinho € a

bebida resultante da fermentacéo alcodlica do mosto simples da uva sadia, fresca e
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madura. Mosto simples de uva € o produto obtido pelo esmagamento ou prensagem
da uva, com a presenca ou ndo de suas partes solidas (BRASIL, 1988).

A Organizagao Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, do francés:
Organisation Internationale de la Vigne et du Vin) divulgou em outubro de 2015
dados iniciais sobre a produ¢do mundial de vinhos em 2015. A estimativa é de que
foram produzidos mundialmente 275,7 milhbes de hectolitros (mhl) de vinho
(excluindo sucos e mostos), o que representa um aumento de 2% em relagcéo a 2014
(OlIV, 2015).

A Itélia é o pais onde se produz a maior quantidade de vinho (48,9 milhdes de
hectolitros), seguida pela Franca e Espanha (47,4 e 36,6 milhdes de hectolitros,
respectivamente) (Tabela 1). O Brasil ocupa a 15° posi¢ao na producdo mundial de
vinhos (2,7 milhdes de hectolitros) (OIV, 2015).
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Tabela 1 - Producéo de vinho (unidade: 1000 hectolitro) dos principais paises produtores entre
2011-2015 (1).

. ________________________________________________________________________________________________________________________|
Pais 2011 2012 2013 2014 Previsdo 2015/2014 2015/2014
Provisério 2015 Variacao Variacao
em em %
volume
Italia 42772 45616 54029 44229 48869 4640 10%
Franga 50757 41548 42134 46804 47373 H69 1%
Espanha 33397 31123 45308 38211 36600 -1611 -4%
Estados 19140 21650 23590 22020 22140 120 1%
Unidos (2)
Argentina 15473 11778 14984 15197 13358 -1839 -12%
Chile 10464 12554 12820 10500 12870 2370 23%
Australia 11180 12259 12310 12020 12000 -20 0%
Africa do 9725 10569 10982 11316 11310 -6 0%
Sul
China* 13200 13511 11780 11178 11178 0] 0%
Alemanha 9132 9012 8409 9202 87388 -414 -4%
Portugal o622 6327 6231 6195 6703 h08 8%
Russia* 6980 6220 5290 4880 4880 0] 0%
Roménia 4058 331 5113 3750 4069 319 9%
Hungria 2750 1818 2618 2555 2873 318 12%
Brasil* 3460 2967 2710 2732 2732 0] 0%
Grécia 2750 3115 3343 2900 2650 -250 9%
Austria 2814 2125 2392 1999 2350 351 18%
Nova 2350 1940 24384 3204 2350 -854 27%
Zelandia
Sérvia® 2244 2175 2306 2332 2332 0] 0%
Bulgaria 1237 1442 1755 747 1538 791 106%
Moldavia® 1520 1470 2570 1630 1630 0] 0%
Gedrgia® 1108 830 997 1134 1134 0] 0%
Total 267803 258211 292218 270234 275665 5431 2%
mundial

OIVP!
Fonte: OIV 2015.
(1) Paises para os quais informacdes foram fornecidas com uma producéo de vinho de mais de 1mhl.
(2) Estimativa da OIV com base em informag¢8es do USDA.
(3) Faixa da avaliacdo da produ¢do mundial de 2015: de 270,75 mhl até 280,7 mhl.
*2015: dados de 2014 utilizados como valores provisorios.

Em relacdo ao consumo mundial da bebida, os dados disponiveis mostram
uma ligeira diminuicdo do consumo em 2014 (240 milhdes de hectolitros) em relacéo
a 2013 (243 milhdes de hectolitros) (Tabela 2). O pais que mais consome vinho é os
Estados Unidos, seguido da Franca e Itélia (Tabela 3) (OlV, 2015).
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Tabela 2 - Consumo mundial de vinho em milhdes de hectolitros (mhl) (1).

Pais 2010 2011 2012 2013 Previsao 2014/2013
2014 (2) Variacao
em %
EUA 28 28 29 30 31 1,1%
Franca 29 29 29 29 28 -3,1%
Italia 25 23 23 22 20 -6,3%
Alemanha 20 20 20 20 20 -0,6%
China 16 17 18 17 16 -7,3%
Reino 13 13 13 13 13 -1,4%
Unido
Federacao 12 12 11 10 10 -7,3%
Russa
Argentina 10 10 10 10 10 -4 0%
Espanha 11 10 10 10 10 2.0%
Australia 5 5 5 5 5 -0,3%
Canada 5 5 5 5 5 -3,5%
Portugal 5 5 5 4 4 2,4%
Africa do 3 4 3 3 4 71%
Sul
Total 240 243 243 243 240 -1,2%
mundial

Fonte: OIV 2015

(1) Paises para os quais informacdes foram fornecidas com um consumo de vinho de mais de 4mbhl.
(2) Inclui dados/observacg@es recebidas até maio de 2015.

Tabela 3 - Consumo de vinho classificado por consumo per capita em 2014.

Pais Consumo total (litros) Per capita
Cidade do Vaticano 45 54,26
Andorra 3,936 46,26
Croacia 198,000 44 20
Eslovénia 88,000 44,07
Ilha Norfolk 93 42 .66
Franca 2,790,000 42 51
Portugal 450,000 41,74
Suica 310,000 40,49
Maceddnia 84,146 40,41
llhas Falkland 112 35,73
Sao Pedro e Miquelao 206 35,25
Moldavia 125,000 34,18
Italia 2,040,000 33,30
Austria 252,000 30,66
Urug_]uai 96,800 29,19

Fonte: OIV 2015

No Brasil a area de producéo vitivinicola soma 83,7 mil hectares, divididos

principalmente entre seis regides: Serra Galcha, Campanha, Serra do Sudeste e

Campos de Cima da Serra, no Rio Grande do Sul, Planalto Sul Catarinense, em

Santa Catarina, e Vale do Submédio Sado Francisco, no Nordeste do pais. O Rio

Grande do Sul é o principal estado produtor de vinho do Brasil, sendo responsavel
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por 90% da produgao nacional de vinhos e suco de uvas e derivados. Merece
destaque a difusdo da producdo de uvas e vinhos para polos de importancia
crescente nos Estados de Minas Gerais, Sado Paulo, Espirito Santo, Parana, Mato
Grosso e Goias (Figura 1) (GUERRA et al., 2009).

Figura 1 - Localizagéo das regides vitivinicolas brasileiras.

2 Polos tradicionais

9 Polos emergentes

- R Polos tradicionais
revitalizados pelo
enoturismo

@ Regido serrana do Espirito Santo
dradas e SantaRita de Caldas

Fonte: Embrapa/Ibravin

Fonte: Embrapa/lbravin (2010).

A regido do Vale do Submédio S&o Francisco, situado entre os estados de
Pernambuco e Bahia, esta se desenvolvendo intensamente nos ultimos anos, sendo
a segunda maior regido produtora de vinhos finos do Brasil, correspondendo 15% do
mercado nacional, atras apenas do Rio Grande do Sul. Dentre as diversas
variedades de uvas de origem europeia testadas nessa regido, destaca-se a
variedade Syrah (PEREIRA, 2006; TONIETTO; CAMARGO, 2006; LIMA et al.,
2015).

Syrah é uma das mais antigas castas cultivadas, sendo originaria do
cruzamento entre “Moundeuse Blanche” (branca) e “Dureza” (tinta) no sudeste da
Franca, na regido do Vale do Rhéne. Por suas qualidades e adaptabilidade
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especialmente nas regifes mais quentes, expandiu-se por muitos paises (Estados
Unidos, Austrélia, Africa do Sul, Chile, Argentina), sendo hoje uma das variedades
tintas mais cultivadas no mundo. E uma casta sensivel a podriddes do cacho, o que
a torna de dificil cultivo nas condigcbes ambientais da Serra Gaucha que incluem
clima frio e Umido. Entretanto, adaptou-se bem ao clima semiarido do nordeste
brasileiro, sendo, atualmente, a principal uva tinta para a elaboracdo de vinhos na
regido, representando cerca de 80% do total de vinhos produzidos (PEREIRA, 2006;
GIOVANNINI; MANFROI, 2009; GUERRA et al., 2009; LIMA et al., 2015).

A Syrah é grafada Shiraz na Australia, onde ela é a principal casta cultivada.
E plantada em todas as regifes do pais, tornando-se a bandeira da inddstria vinicola
australiana. Apesar de ser uma variedade de origem francesa, se adaptou
perfeitamente as condi¢cdes meteoroldgicas australianas (TARDAGUILA; KRSTIC;
VILANOVA, 2005).

1.3.2 Efeitos associados ao consumo de vinho

O interesse nos efeitos benéficos do vinho tem crescido desde a década de
1990, quando o consumo de vinho foi associado a baixa taxa de mortalidade
cardiovascular na Frangca em comparagdo com outros paises com um consumo
semelhante de gorduras saturadas, o que foi chamado de "paradoxo francés". A alta
ingestdo de vinho da populacdo francesa tem sido proposta como uma explicacao
potencial para este fenébmeno (ARTERO et al., 2015).

As principais substancias que constituem a composi¢cdo do vinho sdo agua,
acucares, alcoois, acidos organicos, sais de acidos minerais e organicos, Compostos
fendlicos, compostos nitrogenados, pectinas, gomas e mucilagens, compostos
volateis e aromaticos, pigmentos, vitaminas, ésteres, aldeidos e cetonas. O vinho,
em especial o vinho tinto, € uma fonte rica em compostos fendélicos como
flavonoides, antocianinas, proantocianidinas oligoméricas e poliméricas, acidos
fendlicos, estilbenos e outros. Muitos desses compostos tém sido referidos como
tendo vérias atividades bioldgicas, incluindo propriedades cardioprotetoras, anti-
inflamatoria, anticancerigena, antivirais e antibacteriana (VENTURINI FILHO, 2005;
SOUZA et al., 2006; SERUGA, NOVAK e JAKOBEK, 2011; ARTERO et al., 2015).

Os compostos fendlicos podem agir como antioxidantes ativos, doando

hidrogénio aos radicais livres, e como preventivos, impedindo a peroxidagcédo de
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lipideos e inibindo enzimas oxidativas (fosfolipase A2, cicloxigenase e a
lipoxigenase). Além disso, podem atuar como protetores e regeneradores dos
antioxidantes primarios do organismo como o acido ascorbico (vitamina C), o
tocoferol (vitamina E) e o 3-caroteno (vitamina A). Neste contexto, 0 composto que
chama maior atencdo € o resveratrol, uma fitoalexina que seria responsavel pela
reducdo da viscosidade do sangue além de impedir a aterosclerose. O vinho pode
atuar prevenindo diferentes patologias, incluindo acidente cardiovascular e reducéo
do risco de perda de massa Ossea e fraturas, além de promover o efeito
neuroprotetor para a doenga de Alzheimer; reduzir a hiperglicemia e melhorar a
sensibilidade a insulina; exibe efeitos anti-envelhecimento e prevencao de doencas
oculares (ARTERO et al., 2015; ABU-AMERO; KONDKAR; CHALAM, 2016;
BONNEFONT-ROUSSELOT, 2016).

O acucar contribui pouco para o conteudo energético do vinho (exceto os
vinhos licorosos, doces e suaves), que se deve essencialmente ao etanol na taxa de
7,1 kcal/g. Além disso, o vinho contém pequenas quantidades de vitaminas A, C e
do complexo B, minerais, especialmente potassio e ferro (VENTURINI FILHO, W.G.,
2005; SOUZA et al., 2006; MORAES, V., LOCATELLI, C., 2010).

Contudo, é importante ressaltar que esses beneficios s6 ocorrem quando o
vinho é ingerido com moderacéo, durante as refeicdes, regularmente e por pessoas
gue nao tenham contraindicacdo ao consumo de bebidas alcodlicas. O consumo
moderado de vinho, que representa baixo risco para o aparecimento de doencas,
estd associado ao consumo de 150 mL de vinho (VENTURINI FILHO, 2005; DE
OLIVEIRA GUEDES, 2013).

Além da presenca de compostos benéficos, alguns compostos toxicos podem
ser produzidos durante a vinificacdo, incluindo-se os compostos carbonilicos
(formaldeido, acetaldeido, carbamato de etila, furfural, e acroleina) e o furano. Além
desses compostos, outras substancias toxicas podem estar presentes no vinho: a
ocratoxina A (nefrotoxica, genotdxica, teratogénica, carcinogénica), as aminas
biogénicas (prurido, erupcdo, vOmito, febre, hipertensdo) e o0s pesticidas
(neurotéxico, hepatotéxico, dano pulmonar e renal, efeito gastrointestinal, irritacao
ocular e dérmica, hipertrofia e hiperplasia da tireoide, dermatite) (JACKSON, 2008;
GOMES et al., 2014; DACHERY et al., 2016). O estudo destes compostos toxicos

em vinhos é importante, pois ao conhecer 0s seus niveis e as situagbes que podem
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potencializar ou diminuir sua formacdo em vinho pode-se sugerir estratégias a serem
aplicadas durante o cultivo das uvas ou vinificagdo de modo a reduzir a sua
formacdo, de forma que, os efeitos toxicos relacionados a estes compostos nao
representem preocupacao associada ao consumo moderado de vinho.

1.3.2 Avaliacao de risco relacionado a exposi¢cdo aos compostos toxicos

Na Toxicologia, conceituam-se como “perigo” a capacidade de uma
substancia causar um efeito adverso e como “risco” a probabilidade de um evento
nocivo ocorrer devido a exposicdo a um agente quimico e/ou bioldgico. A avaliacao
do risco é um processo sistematico pelo qual o perigo, a exposi¢cdo e 0 risco sédo
identificados e quantificados. O processo de avaliacdo do risco envolve 4 etapas
(Figura 2): identificacdo do dano (ou perigo), caracterizacdo do dano/relacdo dose-
resposta, avaliacdo da exposicdo e caracterizacdo do risco (JARDIM e CALDAS,
2009).

Enquanto a avaliacdo do risco € um processo de base cientifica, o
gerenciamento do risco envolve tomada de decisGes pelas agéncias reguladoras
gue levam em consideracao, além de informacdes técnicas relacionadas ao dano a
saude, fatores politicos, sociais e econémicos. A troca de informacfes sobre o risco
entre avaliadores, gerenciadores, midia, grupos de interesse e publico em geral se
da no ambito da comunicacéo de risco (JARDIM e CALDAS, 2009).

Figura 2 - Etapas da andlise e avaliagc&o do risco.
Analise
do risco

Avaliacao Gerenciamento Comunicacéo
do risco do risco do risco
Identificac&o Relagao Avaliagao Caracterizacao
do doselresposta da do risco
dano/perigo exposicao

Fonte: MARQUES e VALENTE, 2009.
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsével
pela conducdo de avaliagdo do risco da exposicdo humana a contaminantes em
alimentos. Internacionalmente, procedimentos de avaliagéo do risco sdo conduzidos
pelos comités cientificos da OMS e Organizagdo para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, do inglés: Food and Agriculture Organization) para subsidiar o
estabelecimento de padrdes alimentares pelo Codex Alimentarius. O JECFA avalia
guestbes relativas a aditivos alimentares, contaminantes e drogas veterinarias
(JARDIM e CALDAS, 2009).

Na etapa da identificacdo do perigo, investiga-se se 0 agente quimico
apresenta capacidade de causar um efeito adverso e estabelece-se a natureza dos
efeitos em uma populacédo. Nesse processo, séo utilizados dados provenientes de
estudos de relacéo estrutura molecular e atividade (SAR, do inglés: Structure-Activity
Relationship), estudos toxicoldgicos in vitro, estudos com animais e, se disponiveis,
estudos clinicos ou epidemiolégicos em humanos (JARDIM e CALDAS, 2009).

Apos a identificacdo do perigo, a relacdo quantitativa entre a exposicdo a um
agente e a taxa de incidéncia de resposta a um efeito adverso € avaliada. Estudos
com animais de laboratério séo as principais fontes de informacao na caracterizacao
da dose-resposta de substancias potencialmente toxicas presentes nos alimentos.
Nesse processo, sdo adotadas abordagens diferentes quando os efeitos adversos
possuem limiar de dose ou nao (threshold ou no-treshold effects) (JARDIM e
CALDAS, 2009).

Substancias com limiar de dose para efeito adverso

Para essas substancias, nenhuma resposta biologica sera evidente abaixo de
uma dose especifica. Nessa etapa, é estimada a dose que ndo causou um efeito
adverso nos animais testados (NOAEL, do inglés: No Observable Adverse Effect
Level) e/ou a menor dose na qual o efeito adverso foi observado (LOAEL, do inglés:
Lowest Observed Adverse Effect Level). O NOAEL e o LOAEL, obtidos dos estudos
mais criticos conduzidos na espécie mais sensivel testada, sdo utilizados no calculo
dos parametros seguros de ingestdo crénica e aguda no homem. Esses parametros,

expressos em mg/kg de peso corpoéreo, sédo calculados dividindo-se o NOAEL ou o
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LOAEL por um fator de seguranca para se extrapolar os resultados obtidos com
animais de laboratério para a espécie humana (JARDIM e CALDAS, 2009).

O fator de seguranca 100 é utilizado no estabelecimento da ingestdo segura
de residuos de pesticidas e drogas veterinarias, aditivos e contaminantes em
alimentos. Esse valor assume que o ser humano pode ser até 10 vezes mais
sensivel ao agente que a espécie testada, e que alguns individuos da populagéo
humana podem ser até 10 vezes mais sensiveis que a média da populacdo
(JARDIM e CALDAS, 2009).

Fatores de seguranca maiores ou menores que 100 podem ser considerados
guando os estudos sé@o incompletos ou inadequados e/ou, quando se quer
acrescentar um fator adicional de protecdo a um grupo altamente sensivel da
populacdo (criangas, idosos, individuos com alguma patologia) ou ainda, na
auséncia de NOAEL. Pode ser menor que 100 quando dados de toxicocinética e
toxicodinamica demonstram que o homem possa ser menos sensivel que a espécie
animal na qual o produto foi testado ou quando o efeito observado é reversivel ou
pouco severo (JARDIM e CALDAS, 2009).

Dentre os parametros de ingestdo cronica segura estimados para o homem
estdo a ingestao diaria aceitavel (IDA), também chamada de dose de referéncia pelo
EPA, a ingestdo diaria toleravel maxima proviséria (PMTDI, do inglés: Provisional
Maximum Tolerable Daily Intake), a ingestéo toleravel semanal proviséria (PTWI, do
inglés: Provisional Tolerable Weekly Intake) e a ingestéo toleravel mensal provisoria
(PTMI, do inglés: Provisional Tolerable Monthly Intake). Esses parametros
representam a quantidade da substancia presente no alimento e/ou agua que pode
ser ingerida diariamente ao longo da vida sem que ocorram efeitos adversos a
saude. A IDA é normalmente definida para aditivos alimentares, drogas veterinarias
e pesticidas, substancias cuja concentracao nos alimentos pode ser controlada pelas
autoridades reguladoras (JARDIM e CALDAS, 2009).

Para contaminantes, parametros de ingestdo crbénica segura sdo: PMTDI,
PTMI e PTWI. Nesse caso, o0 termo toleravel significa permissibilidade, ndo a
aceitabilidade para a ingestdo de contaminantes, cuja associacdo com os alimentos
nao pode ser evitada ou totalmente controlada. As PMTDIs sao estabelecidas para
0S contaminantes que nédo se acumulam no organismo. Para os contaminantes que
podem se acumular no organismo, o JECFA define a PTWI e a PTMI (WHO, 2009).
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Substancias sem limiar de dose para efeito adverso — carcinogénicas e

genotoxicas

O processo da carcinogénese é complexo e multifatorial, mas pode ser
caracterizado por duas etapas principais: a primeira, que inicia o processo, envolve
substancias que reagem covalentemente com o DNA, ou sao bioativadas a
metabdlitos que o fazem, causando mutacbes genéticas. A segunda envolve
compostos que facilitam o crescimento de células alteradas geneticamente,
contribuindo para o desenvolvimento de células neoplasicas. No ultimo caso,
assume-se que exista NOAEL. Para substancias genotoxicas, envolvidas na
primeira etapa da carcinogénese, considera-se que nao existe uma dose minima de
exposic¢ao para iniciar o modo de acao, isto €, em principio, a exposi¢cdo a uma unica
molécula pode levar a uma alteracdo genética e iniciar todo o processo (JARDIM e
CALDAS, 2009).

Dose de Referéncia (BMD)

O conceito de dose de referéncia (BMD, do inglés: Benchmark Dose) foi
originalmente proposto como alternativa ao uso de NOAEL/LOAEL para derivacéao
dos niveis seguros de exposicdo humana. Enquanto NOAEL e LOAEL sao doses
discretas de um estudo, a estimativa da BMD envolve modelagem matematica da
curva de dose-resposta para interpolar uma dose estimada que corresponda a um
nivel particular de resposta (por exemplo, a dose que causou um aumento de 10%
na incidéncia de tumores — BMD10). Normalmente, a incerteza desta interpolacéo
também é calculada e o limite de confianca inferior desta dose (BMDL10, do inglés:
benchmark dose lower confidence limit) é utilizado como referéncia toxicolégica
(JARDIM e CALDAS, 2009).

A terceira etapa, avaliacdo da exposicdo na dieta, é definida como a
estimativa qualitativa e/ou quantitativa da ingestdo provavel de um agente toxico
através da alimentacdo. Para isso, sdo necessarios trés dados essenciais: a
concentracdo da substancia no alimento, o consumo do alimento e o peso corpéreo
(individual ou da populagdo em estudo) (Equacao 1).

Exposicdo = Concentracdo da substancia X consumo do alimento (1)
Peso corpdreo
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A forma de obtencédo dos dados a serem inseridos na Equacgéo 1 depende do
objetivo da avaliacdo do risco, se a exposicéo é crénica ou aguda e do quao precisa
e detalhada a estimativa deve ser. Além disso, a estimativa pode ser direcionada a

populacéo geral ou a determinado subgrupo, como criancas.

A concentracdo da substancia no alimento pode ser obtida experimentalmente
ou através de revisdes da literatura. Quatro tipos de dados que podem ser usados
para acessar o consumo de alimentos de uma populacéo: dados de suprimento de
alimentos, de disponibilidade de alimento no domicilio, de consumo individual de
dieta duplicada. A escolha da fonte de dados ira depender principalmente dos
objetivos do estudo, dos alimentos de interesse, da necessidade de acessar a
exposicao de grupos especificos da populacédo e das fontes disponiveis (JARDIM e
CALDAS, 2009).

Dados de suprimentos de alimentos séo calculados a partir dos balancetes da

producdo agropecuaria do pais que leva em consideracdo a producdo anual do
alimento, importacoes, exportacdes, perda no campo e uso na pecuaria e industria.
O resultado reflete a média de disponibilidade do alimento ndo processado
disponivel por habitante. As 13 dietas cluster do GEMs/Food (Global Environmental
Monitoring System) séo atualmente utilizadas pelo JECFA para calculo de exposicao
cronica a substancias quimicas no ambito internacional. As dietas foram estimadas a
partir de dados de suprimentos de alimentos reportados a FAO pelos paises, 0s
guais sdo agrupados de acordo com a disponibilidade nacional de alimentos
marcados. Nesse contexto, o Brasil foi incluido na dieta K, caracterizada pelo alto
consumo de aves, carne bovina, leite, trigo, milho, aipim, e entre outros. O consumo
de vinho néo esta descrito nas dietas cluster. No ambito internacional, considera-se
0 peso médio corpdreo da populacao de 60 ou 55 kg, dependendo da dieta.

Dados de disponibilidade de alimento no domicilio sdo obtidos nacionalmente

a partir de pesquisas nos domicilios que reportam a quantidade de cada alimento
adquirida pela familia durante um determinado periodo. No Brasil, o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) conduz periodicamente a coleta de
dados de disponibilidade de alimento por meio da Pesquisa de Or¢gamento Familiar
(POF). A ultima POF realizada foi a POF Nacional 2008-2009. Os resultados foram
divulgados em 2010 e podem ser acessados na pagina do IBGE. A nova POF esta

sendo realizada no periodo de maio de 2015 até junho de 2016.
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Dados de consumo individual é a fonte ideal para avaliar a exposi¢cdo humana

a substancias quimicas na dieta, ja que podem acessar o consumo de subgrupos
especificos da populacdo e estabelecer a relacdo consumo/peso corporeo para cada
individuo. Entre as metodologias para coleta desses dados esté o registro individual
de consumo durante um periodo (normalmente entre 1 e 7 dias), o recordatério 24h,
onde o individuo reporta o tipo e quantidade de alimentos consumidos nas ultimas
24h, e o Questionario de Frequéncia Alimentar (QFA) constituido de uma lista
estruturada de alimentos com o objetivo de acessar sua frequéncia de consumo
diario ou semanal (JARDIM e CALDAS, 2009).

Em estudos de dieta duplicada, os individuos coletam uma segunda porcao

de todos os alimentos que consomem durante certo periodo (normalmente de 1 a 7
dias), incluindo o que é consumido fora do domicilio. Os alimentos s&o pesados e as
por¢cdes sdo analisadas em laboratério para as substéncias de interesse. Esses
estudos fornecem ao mesmo tempo dados de consumo por peso corporeo e de
concentracdo para uma dada populacao/substancia. Pela sua alta complexidade e
custo, estudos de dieta duplicada sdo normalmente restritos a grupos especificos da
populacéo, principalmente criancas (JARDIM e CALDAS, 2009).

A caracterizacao do risco pode ser definida como a estimativa qualitativa ou,
sempre que possivel, quantitativa, incluindo as incertezas esperadas, da
probabilidade de ocorréncia de um efeito adverso de um dado agente em um dado
organismo ou populacdo sob condicGes definidas de exposicdo. As metodologias
utilizadas para caracterizar o risco variam de acordo com as caracteristicas
toxicoldgicas da substancia, isto €, se a substancia necessita de um limiar de dose
No organismo para exercer sua agao toxica (substancias ndo genotoxicas) ou nao
(substancias carcinogénicas e genotoxicas) (JARDIM e CALDAS, 2009).

Para substancias nao genotoxicas, a ingestao é comparada ao parametro de
ingestao segura. O risco pode existir quando a ingestdo calculada ultrapassa esse
parametro. Esse risco pode ser expresso em % do parametro toxicoldgico como, por

exemplo, em porcentagem da IDA em uma exposicao crénica (Equacao 2).

%IDA = 3 Ingestdo X 100 (2)
IDA
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Dentre as metodologias disponiveis para caracterizar o risco da exposi¢cao a

substancias carcinogénicas e genotoxicas estdo (JARDIM; CALDAS, 2009):

1)

2)

3)

4)

MOE

O principio tdo baixo quanto razoavelmente possivel (ALARA, do
inglés: as low as reasonably achievable), que indica a reducdo da

exposicdo ao nivel mais baixo que possa ser alcancado;

A extrapolacdo para doses de exposicdo aceitavel/conhecida a partir
de estudos de carcinogenicidade com roedores;

A aplicacdo do limiar de risco toxicolégico (TTC, do inglés: threshold of
toxicological concern) que indica um valor Unico de exposi¢cdo segura

para todas as substancias;

O célculo da Margem de Exposicdo (MOE, do inglés: Margin of
Exposure). A MOE pode ser calculada a partir da Equacéo 3, sendo a
BMDL, preferencialmente a BMDL10, identificada como dose de
referéncia toxicolégica mais adequado para a estimativa (BENFORD et
al, 2010).

= Referéncia toxicoldgica (3)

Exposicao

Um valor de MOE igual ou maior que 10.000 tem sido proposto como uma

indicacdo de uma situacao de risco pouco preocupante sob a Gtica de saude publica
(EFSA, 2005; JARDIM e CALDAS, 2009). A caracterizacdo de risco relacionada a

exposicado a compostos toxicos presentes em vinhos foi descrita na literatura para o

acetaldeido, formaldeido e carbamato de etila. Para o acetaldeido, foram obtidos
valores de MOE de 98, 112, 174, 368 e 696 (LACHENMEIER; PRZYBYLSKI; REHM,
2012; PAIANOet al., 2014); para o formaldeido, foram obtidos valores de 1.378,
5.511, 12.189 e 48.754; para o carbamato de etila, foram obtidos valores de 176,
704, 6.338 e 25.352 (LACHENMEIER; PRZYBYLSKI; REHM, 2012).

1.3.3 Compostos toxicos produzidos durante a vinificacédo

Os compostos téxicos produzidos durante a vinificacdo que sdo alvo desse

estudo sdo carbamato de etila, acetaldeido, formaldeido, acroleina, furano e furfural

(Tabela 4).
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Tabela 4- Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos toxicos presentes em vinhos e que
foram avaliados neste estudo.

Analito CAS PM Formula Estrutura Densidade PE (°C)°
(g/mol)? molecular quimica (g/cm?)
Formaldeido 50-00-0 30,03 CH20 //O 0,001 -19,3
H
_\OH
Acetaldeido 75-07-0 44,05 CzH.O H o 0,788 20,2
-
H O—H
Acroleina 107-02-8 56,06 CsHs (@) 0,841 53
\)I\H
Furano 110-00-9 68,07 C4H40 N\ 0,936 31,3
(@)
Carbamato 51-79-6 89,08 C3H7NO> 0 1,056 182
de etila /\O)J\NHZ
Furfural 98-01-1 96,07 CsH40O> 0 1,16 162

(WA

Fonte: Elaborada Eelo autor.
® peso molecular, ° ponto de ebulicio

1.3.3.1 Carbamato de etila (CE)

O carbamato de etila € um éster etilico do acido carbamico (NH,COOH),
também conhecido como uretana ou etiluretana, cuja temperatura de fusédo e
sublimacéo é 49 °C e 103 °C, respectivamente. A pressdo de vapor é de 0,262 mm
Hg a 25 °C. Apresenta-se na forma de cristal incolor, inodoro, de sabor salino
refrescante e levemente amargo. E um composto relativamente polar, hidrofilico e
bastante sollvel em &agua, etanol, éter, cloroférmio, acetato de etila, benzeno e
glicerol. Essas propriedades conferem ao CE alta polaridade e baixa volatilidade,
além de se decompor a baixa temperatura (O’NEIL, 2001; GALINARO et al., 2011).

1.3.3.1.1 Mecanismos de formacao em bebidas

O CE forma-se naturalmente em diversas bebidas como vinho, cervejas,
saqué e, em maior quantidade, em bebidas fermento-destiladas como uisque, rum,
vodca, cachaca, grapa (ANDRADE-SOBRINHO et al., 2002). Em bebidas fermento-

destiladas, a formacdo de CE pode ocorrer antes, durante e depois do processo de
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destilagdo, incluindo o armazenamento da bebida (LABANCA, GLORIA AFONSO,
2008).

Os principais precursores da formagédo do CE em diferentes tipos de bebidas
alcodlicas incluem: ureia, citrulina, fosfato de carbamila, cianato e dietil
pirocarbonato (DEPC) (Figura 3). Entre estes precursores, ureia, fosfato de
carbamila e citrulina sédo produzidos principalmente por micro-organismos, tais como
leveduras e bactérias acido lacticas (BAL); enquanto que o cianato e o DEPC sao
produzidos por varias reacfes enzimaticas durante o processo de fermentacdo e
destilacdo (JIAO; DONG; CHEN, 2014).

Em vinhos, o CE pode ser formado durante e depois da fermentacéo e a sua
presenca esta relacionada com o tipo de levedura e com os subprodutos do seu
metabolismo (GALINARO et al, 2011), nutrientes adicionados ao mosto,
temperatura e tempo de estocagem, luz, pH, concentracdo de etanol (teor alcodlico),
temperatura e acidez da fermentacdo e uso de adubacdo nitrogenada para
fertilizacdo do solo onde as uvas estdo sendo cultivadas (HASNIP; CAPUTI;
CREWS; BRERETON, 2004; LABANCA; GLORIA; AFONSO, 2008; ANDRADE-
SOBRINHO et al., 2009).
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Figura 3- Mecanismos de formac&o e principais precursores do carbamato de etila em bebidas
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Fonte: Adaptado de ZHAO et al., 2013.

Reacdo entre ureia e etanol

A reacdo entre a ureia e o etanol (Equacdo 4) é a via mais comum de

formacédo de CE encontrado nas principais bebidas fermentadas, incluindo o vinho. A

ureia resulta principalmente do catabolismo da arginina realizado pela levedura
Saccharomyces cerevisiae.

NH,CONH, + C,HsOH - C,HsOCONH,; + NH;
ureia

(4)
etanol carbamato de etila
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A formacdo de CE através dessa reagdo apresenta cinética moderada a
temperatura ambiente. No entanto, demonstra-se que a formacéo deste éster a partir
da ureia € potencializada com o aumento da temperatura. Neste sentido, a
conservacao dos vinhos em temperatura abaixo de 24 °C é indicada para evitar a
formacéo de grande quantidade de CE (STEVENS e OUGH, 1993). Outro caminho
possivel para a formagcdo do CE durante a fermentacdo é a degradacao térmica da
ureia (60-100 °C) em isocianato e cianato que, ao reagirem com o etanol, em meio
acido, forma CE (Equacdo 5) (BRUNO et al., 2007). Outra possivel via é a
decomposicao térmica da ureia a amonia e acido cianico, e posterior reacao desse

altimo com etanol (Equacgdes 6 e 7) (WEBER; SHARYPOV, 2009).

60-100°C
NH,CONH; ——> NCO + OCN + C,HsOH + H > C,HsOCONH, (5)
ureia isocianato cianato etanol CE
NH>CONH,; = NH3z; — HOCN ()
ureia amdnia &cido cidnico
H+
HOCN + CoHsOH ——> C;HsOCONH; (7)
acido cidnico etanol carbamato de etila

Reacdao entre citrulina e etanol

A citrulina é outro precursor da formagdo de CE em vinho. Ao contrario da
ureia que resulta do catabolismo da arginina realizado por Saccharomyces
cerevisiae, a geracao de citrulina é atribuida ao catabolismo de arginina realizado
pelas BAL via fermentacdo malolactica. Pela acdo da arginina desiminase (ADI, do
inglés: arginine deiminase), que é produzida pelas BAL, a arginina é convertida em
citrulina. Desta maneira, a citrulina formada pode reagir espontaneamente com

etanol, formando CE (Equacéo 8) (JIAO, DONG, CHEN, 2014).

ADI
CeH1aN4O2 = CgHi3N303 + C;Hs0H - CHsOCONH; (8)
arginina citrulina etanol CE

Reacdo entre cianato e etanol

O éanion cianeto (CN) do &cido cianidrico (HCN) é o substrato para a
formacdo de cianato (OCN) que € o precursor mais importante de CE em bebidas
destiladas. N&o é produzido por micro-organismos, e sim por reacdes enzimaticas e

clivagem térmica de glicosideos cianogénios presentes em alguns vegetais, como
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cana-de-acUcar, cevada, mandioca, aveia, arroz, centeio, trigo, ma¢d e manga.
Desta maneira, em vinhos ndo se observa a formacdo de CE através desta via
(LACHENMEIER et al., 2005; ZHAO et al., 2013; RIACHI et al., 2014).

A formacao de CE a partir do "'OCN é baseada na complexacdo do CN" com
cobre (Cu®"), proveniente do destilador usado na producéo de bebidas destiladas
(Equacéo 9), seguindo-se da sua transformac¢éo em cianogénio (Equacgéo 10), o qual
sofre hidrélise a CN" e a cianato (OCN) que ocorre em meio bésico (Equacéo 11). O
"OCN reage com etanol para formar CE (Equacéo 12) (RIACHI et al., 2014).

Cu’ + 2CN” = Cu(CN), (9)

cobre cianeto complexac¢do cianeto com cobre

Cu(CN); = Cu™ + C3N; (10)
cobre cianogénio

CoN, + 20H = OCN  + CN  + H;O (11)

cianogénio cianato cianeto

‘OCN + C3HsOH + H™ = C;HsOCONH; (12)

cianato etanol CE

Reacao entre fosfato de carbamila e etanol

Assim como a citrulina, o fosfato de carbamila (CH4sOsPN) € outro
intermediario proveniente do catabolismo de arginina que pode reagir com etanol,
originando CE. Esta reacdo é catalisada pela enzima carbamoil-fosfato-sintase
produzida pela Saccharomyces cerevisiae (ZHAO et al., 2013; JIAO, DONG, CHEN,
2014).

Reacdo entre DEPC e aménia

Em comparacdo com outras vias de formacdo de CE, esta ocorre devido ao
uso do aditivo DEPC. Antes da década de 1960, pesquisadores descobriram que o
DEPC pode reduzir a contaminacdo e a deterioracdo da cerveja por micro-
organismos indesejaveis (leveduras ou bactérias). No entanto, o uso de DEPC foi
rapidamente abandonado devido ao efeito secundario indesejavel de formacao de
CE ao reagir com aménia (JIAO, DONG, CHEN, 2014).

1.3.3.1.2 Aspectos toxicoldgicos e legislacéo
O CE foi utilizado na década de 1940 como hipnético em seres humanos e
como anestésico em animais de laboratério. Este ultimo levou a descoberta (1943)

de sua carcinogenicidade em animais. Em testes de toxicidade em animais
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(camundongos, ratos, hamster e macacos), foi comprovado ser causador de edemas
pulmonares, papilomas de pele, linfomas malignos, hepatomas, carcinomas
mamarios, tumores de ovario, hemangiomas hepaticos, tumores melandéticos de pele
e de iris, entre tantos outros (ZIMMERLI, SCHLATTER, 1991; BELAND et al., 2005;
EFSA, 2007; FORKERT et al., 2007). Estudos em camundongos demonstraram que
a combinacédo de diferentes concentracbes do carbamato de etila (0, 10, 30 e 90
mg/L) com o etanol (0, 2,5 e 5%) levam a formacdo de tumores nos pulmdes
(BELAND et al., 2005; WHO, 2007).

O metabolismo de CE em camundongos envolve trés vias (Figura 4)
(GALINARO et al., 2011): a hidrdlise, a N-hidroxilagdo, C-hidroxilagdo e a oxidacao
da cadeia lateral. A hidrolise (Figura 4, reacéo |) é catalisada pela enzima esterase
hepatica e estima-se que € responsavel pela decomposicao de 90% do CE ingerido,
produzindo etanol, diéxido de carbono e ambnia. Uma pequena porcao de CE é
convertido pelas reacbes de N-hidroxilacdo (Figura 4, reacdo Il), C-hidroxilacéo
(Figura 4, reacao Ill) e oxidacdo da cadeia lateral (Figura 4, reacdo IV) que sao
catalisadas pela enzima 2E1 do citocromo P450 (CYP2E1), levando a formacéo de
N-hidroxietil carbamato (0,1% do CE), a-hidroxietil carbamato e carbamato de vinila
(0,5% do CE), respectivamente. Cerca de 5% do CE ingerido é excretado inalterado
pela urina (ZIMMERLI e SCHLATTER, 1991; SAKANO et al., 2002; EFSA, 2007).
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Figura 4 - Metabolismo do carbamato de etila em camundongos.

j\ conjugacao
/4\\‘0' NH 0OH Excrecdo urinaria

N-hidroxietil carbamato (v}

N-hidroxilacdo{CYP2E1)
() 0

/”\ esterase
e il ;O > OH;0E + €0 + MNH;
in
CE
C-hidroxilagao (CYP2EL) p / Oxidagao da cadeia Desidrogenase alcoolica
/ (my vy lateral{CYP2EL)
¥
o o Q
el -
< e, l'\ CH;— O,
~ 07 T NHa Z 07 Ny = R
a-hidroxietil carbamato carbamato de vinila acetaldeido
Wl
| (V1)
0
Tl
Jf/}\:u' MIL,
COp, + NH; Epdxido carbamato de vinila® COy
*DNA, RNA, proteinas Conjugacao com glutationa Excregdo urindria

" (COz + NH;3)
vy

Fonte: Adaptado de GALINARO et al., 2011.

O a-hidroxietil carbamato € metabolizado a diéxido de carbono e amonia
(Figura 4, reacao VI), enquanto que o carbamato de vinila € oxidado a epodxido
carbamato de vinila (Figura 4, reacdo VII). O epo6xido carbamato de vinila é
metabolizado a diéxido de carbono e ambénia apdés conjugacdo com glutationa
(GSH), sendo eliminado na urina (Figura 4, reacao VIII) (GALINARO et al., 2011). O
epoxido carbamato de etila esta associado a carcinogenicidade do CE uma vez que
pode se ligar covalentemente a acidos nucléicos (DNA, RNA) e a proteinas
(WEBER; SHARYPOV, 2009; GALINARO et al., 2011; ZHAO et al., 2013).

O JECFA estimou que a populacdo estd exposta ao CE na ordem de 15
mg/kg de peso corpoéreo por dia, quando se considera 0s niveis desse éster
comumente presentes em pao, produtos lacteos fermentados e molho de soja.
Quando se considera o consumo das bebidas alcodlicas, além desses alimentos, a

populagdo esté exposta a 80 mg/kg de peso corporeo por dia (JECFA, 2016).
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A tabela 5 apresenta os limites para o CE estabelecidos em alguns paises de
acordo com o tipo de bebida alcoolica, No Brasil, o nivel maximo de CE é

regulamentado apenas para a aguardente.

Tabela 5 - Teores de carbamato de etila (ug/L) estabelecidos por diferentes paises para cada
tipo de bebida

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

Fonte: Galinaro et al., 2011.

1.3.3.1.3 Estratégias na diminuicdo do CE em bebidas

Devido aos varios precursores, aos diferentes mecanismos e aos fatores
envolvidos na sua formacéo, ndo existe uma metodologia Unica para prevenir e/ou
reduzir os teores de CE em bebidas. A enzima arginase, responsavel por
metabolizar o aminoacido arginina em urea, € codificada pelo gene CAR1 da
Saccharomyces cerevisiae. A delecdo deste gene resultou na diminuicdo de 77,89 e
73,78 % nos teores de uréia e de CE em vinhos, respectivamente (GUO et al.,
2016).

Em bebidas destiladas, uma das maneiras de reduzir a formacdo de
carbamato de etila consiste na eliminacdo dos ions cianeto através da enzima
rodanase (tiossulfato-cianeto sulfotransferase). A utilizacdo desta enzima em
solucdes modelo (30% v/v de etanol) fortificadas com o ion cianeto reduziu em 80%
o teor de CE (TAKI et al., 1992). Procedimentos para remocdo do cobre, como a
percolacdo do destilado por resinas de troca ibnica, carvao ativado, carvao vegetal,
guitosana, pela bidestilacdo (dupla destilacdo) ou por meio do tratamento com
CaCO3z ou MgCOs, tem sido descritos (NEVES et al., 2007; LIMA et al.,, 2009;
JANEGITZ et al.,, 2010). Entretanto estes procedimentos podem extrair outros
compostos além do cobre (alcoois superiores, aldeidos e ésteres) que sao

indispensaveis a qualidade sensorial da aguardente (GALINARO et al., 2011).
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1.3.3.2 Acetaldeido

Conhecido também como etanal ou aldeido acético, o acetaldeido € um
liquido incolor, volétil & temperatura ambiente, e, tanto o liquido e os vapores sédo
altamente inflaméveis. Como um liquido € mais leve do que a 4gua, e 0s vapores
s&o mais pesados do que o ar. E solGvel em agua, alcool, éter, acetona e benzeno.
A temperatura fusdo € de -123,5 °C e pressdo de vapor é 0,97 mmHg a 20 °C
(O'NEIL, 2001).

E o principal aldeido presente no vinho, do ponto de vista quantitativo, possui
aroma frutado agradavel em baixas concentracdes, mas em altas concentracdes
possui um odor irritante pungente. O limite de percepcdo olfativa (menor
concentracdo de uma substancia que é detectavel através do odor) do acetaldeido é
de 100-125 mg/L (DE AZEVEDO, 2007).

1.3.3.2.1 Mecanismos de formacao do acetaldeido em bebidas

O acetaldeido € formado durante a fermentacdo alcodlica pela acédo de
leveduras, sendo o acuUcar o principal substrato (Equacdo 13). Os niveis de
acetaldeido podem variar consideravelmente dependendo das condicbes de
fermentacdo, tais como a temperatura, os niveis de oxigénio e dioxido de enxofre,
pH e disponibilidade de nutrientes para a levedura (LIU e PILONE, 2000).

CeH1206 = 2 C3H403 = 2 CH3CHO = 2 CH3CH,0H (13)
glicose piruvato acetaldeido etanol

Além de leveduras, bactérias acéticas provenientes das uvas e dos
equipamentos vinicolas também pode produzir acetaldeido através da oxidacdo do
etanol. Nos vinhos tintos, o acetaldeido também pode ser produzido através da
oxidacdo do etanol, provocada pelo peréxido de hidrogénio (H.O,) formado na
reacdo de auto-oxidacdo de compostos fendlicos presentes no mosto das uvas (LIU
e PILONE, 2000).

1.3.3.2.2 Aspectos toxicoldgicos e legislacéo
Os efeitos da exposicdo ao acetaldeido comecaram a ser investigados no
inicio dos anos 1950 e sua relagdo com o cancer em 1970. Em 1965, o acetaldeido

foi classificado como "geralmente reconhecido como seguro" (GRAS, do inglés:
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Generally Recognised As Safe) pela Administracdo Federal de Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos (FDA, do inglés: Food and Drug Administration),
uma designacdo que permite que ele seja utilizado como um aditivo alimentar
(CHUNG et al., 2015). Esse status foi confirmado pelo JECFA em 1998. No entanto,
estudos recentes mostram que o acetaldeido é mutagénico, genotéxico e
desempenha um papel significativo no desenvolvimento de certos tipos de cancer,
tais como cancer da cavidade oral, laringe, faringe, esbéfago, colo retal, figado
(carcinoma hepatocelular) e mama (LACHENMEIER, KANTERES, REHM, 2009;
SCOCCIANTI et al., 2015).

O acetaldeido interfere na sintese e reparo do DNA, o que pode resultar no
desenvolvimento de tumores. Esse aldeido provoca mutac¢des pontuais nos linfocitos
humanos, induz trocas de cromatides irmas e aberragcdes cromossomicas brutas,
inflamacéo e metaplasia do epitélio traqueal, atrasa a progresséo do ciclo celular e
aumenta a lesdo celular associada com hiper-regeneragcdo (HELANDER, LINDAHL-
KIESSLING, 1991; SIMANOWSKI et al.,, 1994). Em um experimento em que 0
acetaldeido foi administrado na agua potavel dos roedores, as lesbes da mucosa do
trato aerodigestivo superior se assemelhavam as observadas ap0s a ingestao
cronica de alcool (HOMANN, 2001). Além disso, quando inalado, o acetaldeido
provoca carcinoma da nasofaringe e laringe em ratos e hamsters (SEITZ e MEIER,
2007).

A presenca de aldeidos em bebidas alcodlicas pode causar dores de cabeca,
nauseas, confusdo mental, queda de pressao sanguinea, entre outros sintomas. Nos
seres humanos, o acetaldeido é o primeiro metabdlito do etanol, que é oxidado no
figado a acetaldeido e depois a acetato pelas enzimas alcool desidrogenase (ADH)
e aldeido desidrogenase (ALDH), respectivamente (Figura 5). Além disso, pequenas
guantidades de acetaldeido sdo instantaneamente produzidas na cavidade oral, a
partir de etanol ingerido, por micro-organismos presentes na saliva (YOKOYAMA et
al., 2008; LACHENMEIER, KANTERES, REHM, 2009; PAIANO et al., 2014).
Estudos epidemioldégicos mostraram que mutacdes no gene da ALDH2, enzima
responsavel pela oxidacao do acetaldeido durante o metabolismo do alcool, contribui
significativamente para o desenvolvimento de cancer de esb6fago, devido ao
consumo de alcool. Isto € devido ao fato de os portadores deste genotipo

processarem 0 acetaldeido a uma taxa muito mais lenta, o que leva a maiores
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concentracfes de acetaldeido no sangue e na saliva ap6s o consumo de &lcool
(LEWIS e SMITH, 2005). De acordo com um estudo recente, esses individuos
também tém niveis mais elevados de adutos de DNA relacionado com o acetaldeido
em seus linfécitos (MATSUDA et al., 2006).

Figura 5 - Metabolismo do etanol e do acetaldeido.

Alcool desidrogenase Aldeido desidrogenase
(ADH) (ALDH)

ETANOL 2 ACETALDEIDO ® ACETATO
Fonte: Adaptado de Vasiliou et al. (2004).

Na industria de bebidas, é importante conhecer as concentracdes de
acetaldeido, pois este tem papel central na manifestacdo da intoxicacdo alcoolica. A
legislagdo brasileira estabelece limites maximos de aldeidos totais em bebidas
destiladas, expressos em acetaldeido/100 mL de etanol anidro: aguardente 30,0
mg/100 mL, conhaque 40,0 mg/100 mL, graspa 80,0 mg/100 mL, destilado simples
de uva 40,0 g/100 mL, pisco 200,0 mg/100 mL (BRASIL, 2005; BRASIL, 2010).
Entretanto, ndo ha legislacdo nacional e internacional que estabeleca limites

maximos para o acetaldeido em vinhos.

1.3.3.2.3 Estratégias na diminuicdo do acetaldeido em bebidas

A concentracdo elevada de acetaldeido em bebidas alcodlicas pode ser
resultante de oxidacdo ou contaminacédo por bactérias ou leveduras, aeracao no final
da fermentacdo ou da conservacdo em recipiente cujo volume em liquido esteja
incompleto, permitindo o contato com a camada interna de ar. Quando nédo é
possivel preencher todo o volume da garrafa, um jato de géas inerte (N,) pode ser
utilizado para deslocar o oxigénio. Além disso, a oxidacdo € menos intensa a
temperaturas mais baixas (CORTES et al., 2003). A utilizacéo de estirpes mutantes
de Saccharomyces cerevisiae em que o gene ADH2 que codifica a enzima éalcool
desidrogenase (ADH), responsavel pela oxidacdo do etanol em acetaldeido, é
deletado, resulta na reducéo do teor desse aldeido em 68% (SUN et al., 2006).

Won et al. (2015) compararam os efeitos do emprego da chaptalizacdo
(adicdo de agucar no inicio da fermentacéo) e da adicdo de &cido lactico e pectinase
e na producéo de acetaldeido em vinhos de maca. O &cido lactico é adicionado para

diminuir o pH do mosto a fim de evitar o desenvolvimento de micro-organismos nao
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relacionados a fermentacédo alcodlica, a pectinase € adicionada para clarificacdo do
mosto e a adicdo de acucar é feita para aumentar o grau alcoodlico do vinho. Este
estudo mostrou que a amostra em que o &cido lactico foi adicionado apresentou teor
de acetaldeido menor (2,07 mg/L) do que a amostra controle (2,39 mg/L), indicando
gue a queda no pH pode reduzir a formacédo desse aldeido. Por sua vez, a amostra
em que a pectinase foi adicionada teve uma redugdo maior na concentragdo de
acetaldeido (1,32 mg/L) comparada com a amostra em que o acido lactico foi
adicionado (2,07 mg/L). A chaptalizacdo foi o procedimento mais eficaz na reducéo
da sintese de acetaldeido em vinho de maca por apresentar o menor teor desse
aldeido (1,00 mg/L) em relacdo ao controle (WON et al, 2015).

1.3.3.3 Formaldeido

O formaldeido é conhecido também como metanal, formol e aldeido formico.
E um composto volatil a temperatura ambiente, incolor, inflamavel, altamente reativo
e com um odor pungente e irritante. E solvel em agua, etanol, dietil-éter e outros
solventes polares. A temperatura de fusdo -92 °C e a presséo de vapor 3284 mm Hg
a 20 °C (WHO, 2002).

O formaldeido estad presente no ambiente externo devido a fotoxidacédo de
metano. As fontes antropogénicas de emisséo de formaldeido para o ambiente séo a
exaustdo automotiva, processos de combustdo e atividades industriais como a
producédo de resinas. Incéndios florestais e gases vulcanicos sdo as principais fontes
naturais de emissdo de formaldeido na atmosfera. Outras fontes de exposicdo a
esse composto sdo alimentos e bebidas alcodlicas, fumaca de cigarro e fluidos de

embalsamamento usados em laboratérios de patologia (WHO, 2002).
1.3.3.3.1 Mecanismos de formacao em bebidas

O formaldeido é formado naturalmente no processo de fermentacéo alcodlica
através da oxidacédo do metanol provindo da hidrdlise da pectina (DOROKHOV et al.,
2015). Além disso, a presenca de formaldeido em bebidas alcodlicas pode ser
decorrente do uso de antissépticos a base desse aldeido na higienizacdo dos
equipamentos ou para inibir o crescimento de micro-organismos indesejaveis
durante a fermentacdo (ZHAO, ZHANG, 2009; MONAKHOVA, JENDRAL,
LACHENMEIER, 2012; LACHENMEIER et al., 2013; ARSLAN et al., 2015).
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1.3.3.3.2 Aspectos toxicoldgicos e legislacao

O formaldeido foi considerado por muito tempo como um provéavel
carcinogénico (Grupo 2A da IARC), com base na comprovacao da carcinogenicidade
em animais e evidéncias limitadas da relagdo com o cancer em humanos. No
entanto, a IARC reclassificou o formaldeido como carcinogénico para 0s seres
humanos (Grupo 1 IARC) em junho de 2004 a partir de "estudos epidemioldgicos
gue associam a exposicao a esse aldeido e a ocorréncia de cancer na nasofaringe
em seres humanos". Em 2009, a IARC concluiu que ha provas suficientes para a
associacao entre a exposicao ao formaldeido e a ocorréncia de leucemia (ZHANG et
al., 2009; LADEIRA et al., 2011).

Alteracbes histopatolégicas (hiperplasia, metaplasia escamosa, inflamacéao,
erosao, ulceragdo) e aumento na proliferagédo celular foram observados na cavidade
nasal e em porcbes superiores do trato respiratorio de animais de laboratorio
expostos repetidamente ao formaldeido por inalagdo. Um aumento da incidéncia de
tumores na cavidade nasal foi observado em estudos em que os ratos foram
expostos através de inalacdo a concentracdo de formaldeido superior a 7,2 mg/m?.
Animais expostos ao formaldeido por via oral tiveram altera¢des histopatolégicas no
estbmago, aumento do peso relativo dos rins e reducédo no ganho de peso, além de
aumento na incidéncia de tumores do sistema hematopoiético em ratos machos que
receberam agua potavel contendo formaldeido em concentracdes que variaram de 0
a 1500 mg/L (WHO, 2002).

Casos clinicos mostraram que a exposicao via oral ao formaldeido induz
Ulcera no trato gastrointestinal e a inalacdo crénica estd associada a sintomas
respiratérios e irritacdo nos olhos, nariz e garganta. Além disso, suspeita-se que o
formaldeido esta relacionado com o desenvolvimento de asma brbénquica. O
formaldeido induziu efeitos genotdxicos e citotdxicos em bactérias e células de
mamiferos. A genotoxicidade desse aldeido foi provada em estudo que utilizou
culturas de células de mamiferos e linfécitos humanos para determinar ligacoes
cruzadas DNA-proteina, aberracbes cromossémicas, trocas de cromatides irmas e
micronucleos (NAYA e NAKANISHI, 2005; NORLIANA et al., 2009; LADEIRA et al,
2011).

O formaldeido é um intermediario do metabolismo normal de aminoacidos,

tais como serina, glicina, metionina e colina. A concentracdo enddégena no sangue
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de seres humanos, macacos e ratos é de aproximadamente 2-3 mg/L (NAYA e
NAKANISHI, 2005; ZHANG et al, 2009).

A oxidacdo do formaldeido a formato pode ocorrer através de trés vias
diferentes: (1) enzimas mono oxigenases do citocromo P450 (CYP450); (2) alcool
desidrogenase 3 (ADH3) ou formaldeido desidrogenase (FDH); (3) aldeido
desidrogenase mitocondrial (ALDH2) e citosdlica (ALDH1A1) (Figura 6). A FDH é
uma ADH dependente de glutationa e oxida o formaldeido em um processo de duas
etapas. O formaldeido interage com a glutationa, formando S-hidroximetil glutationa
gue é subsequentemente utilizada como substrato pela FDH para gerar S-formil
glutationa. A S-formil glutationa é hidrolisada pela S-formilglutationa hidrolase (FGH),

gerando formato e glutationa. O formato gerado € convertido em agua e COy,
podendo ser eliminado na urina ou no ar expirado (DOROKHOV et al., 2015).

Figura 6 - Metabolismo do formaldeido com destaque para as etapas de converséo de
formaldeido em agua e CO..
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Fonte: Adaptado de Dorokhov et al. (2015).
ALDHZ2: aldeido desidrogenase mitocondrial; ALDH1AL: aldeido desidrogenase citosolica; FDH:
formaldeido desidrogenase; CYP450s: enzimas do citocromo P450.
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Apesar de ndo haver legislacdo nacional e internacional que estabeleca a
concentracdo maxima de formaldeido em bebidas alcodlicas, o Programa
Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, do inglés: International Programme on
Chemical Safety) da WHO sugeriu uma concentracdo toleravel (CT) de formaldeido
de 2,6 mg/L em produtos ingeridos, incluindo as bebidas alcodlicas (WHO, 2002;
LACHENMEIER et al., 2013).

1.3.3.3.3 Estratégias na diminuicdo do formaldeido em bebidas

A oxidacdo do formaldeido em formato pode ser catalisada por enzimas da
Saccharomyces cerevisiae, tais como aldeido desidrogenase (ALD), ADH, FDH e
FGH. Assim, o uso de cepas de levedura com modificacdes genéticas nessas
enzimas pode aumentar a conversdo de formaldeido a formato (JAYAKODY et al.,
2016).

1.3.3.4 Acroleina

A acroleina € uma substancia altamente toxica encontrada em alimentos,
bebidas e no meio ambiente, principalmente nas cidades e zonas industriais onde &
considerada como um composto irritante para as vias respiratérias (ATSDR, 2007).

Também conhecida como 2-propenal, é um aldeido etilénico altamente
eletrofilico, apresenta-se na forma de um liquido amarelo com odor penetrante e
picante e sabor amargo. A temperatura de fusdo é -87,7 °C e pressdo de vapor é de
200 mmHg a 17,5 °C. E solivel em agua, etanol, éter dietilico e acetona, muito
inflamavel e polimeriza com facilidade, tratando-se, portanto, de uma substancia
bastante reativa, 0 que a torna muito instavel. Uma vez absorvida, a acroleina reage
diretamente com acidos, aminas primarias e secundarias encontradas em proteinas
e acidos nucleicos (GARAI-IBABE et al., 2008).

1.3.3.4.1 Mecanismos de formacao da acroleina em bebidas

A acroleina pode ser formada durante o processo de fermentagéo alcodlica ou
durante a destilacdo das bebidas alcodlicas. O glicerol € um dos produtos da

fermentacdo e atua como precursor da formagdo da acroleina durante a
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fermentacdo e destilagdo de bebidas (Figura 7). Em vinho e cidra deteriorados, o
sabor amargo e desagradavel estiq associado com a presenca de acroleina. Nestas
bebidas, a acroleina resulta da contaminacdo por bactérias lacticas, como a
Lactobacillus colinoides, que metabolizam o glicerol (CLAISSE e LONVAUD-FUNEL,
2000; SAUVAGEOT et al., 2000; GARAI-IBABE et al., 2008).

Figura 7- Via metabolica de formacao da acroleina a partir do glicerol.
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Fonte: De Azevédo et al. (2007).

Na primeira etapa da formacédo da acroleina ocorre a desidratacdo do glicerol
pela enzima glicerol desidratase, a qual € dependente da coenzima B12, resultando
na formacéao de 3-hidroxipropanal (3-HPA). Na segunda etapa, o 3-HPA é convertido
em acroleina, sendo que esta reagdo ocorre em meio acido e na presenca de calor
(DE AZEVEDO et al., 2007).

1.3.3.4.2 Aspectos toxicoldgicos e legislacéo

A acroleina é extremamente téxica por todas as vias de administracdo e tem
mostrado caracteristicas mutagénicas, além de provocar irritacdo no trato
respiratério de animais e humanos. Os sinais e sintomas decorrentes da exposi¢ao
por inalacdo de acroleina podem incluir irritacdo do nariz, garganta e pulmdes,
edema pulmonar, hemorragia pulmonar e morte; exposic¢ao via oral pode resultar em
desconforto gastrintestinal, vomitos, Ulcera ou hemorragia; exposicdo cutanea ao
vapor ou liquido podem causar irritacdo dos olhos, como lacrimejamento e
vermelhidao, e ulceracdo e necrose da pele (DE AZEVEDO et al., 2007; FAROON et
al., 2008).
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A acroleina é solavel em agua, em alcool e em éter dietilico, e, portanto, pode
atravessar as membranas por difusdo passiva. Uma vez absorvida, ela reage
diretamente com &cidos, aminas primarias e secundéarias encontradas em proteinas
e acidos nucleicos (GARAI-IBABE et al., 2008). A principal via de eliminacdo de
acroleina é a conjugacao com glutationa no figado, seguido por clivagem enziméatica
dos residuos de glicina e do acido y-glutamico, respectivamente, no figado e no rim,
e N-acetilacdo da cisteina conjugada resultante para formar S-(3-oxopropil)-N-
acetilcisteina (OPMA) no rim. A reducgdo deste aldeido produz S-(3-hidroxipropil)-N-
acetilcisteina (3-HPMA), o principal metabdlito da acroleina encontrado na urina,
enquanto que a sua oxidacdo produz S-carboxietil-N-acetilcisteina (acido
mercapturico-2-carboxietilo, CEMA). A oxidacdo da acroleina pode preceder a
conjugacao com a GSH, formando assim o acido acrilico. A epoxidacao da acroleina
mediada enzimaticamente produz glicidaldeido, um intermediario instavel que pode
reagir com a agua para obter gliceraldeido ou pode formar um conjugado com a
glutationa. A acroleina pode também ser convertida em acido malénico pela aldeido
desidrogenase. Finalmente, a acroleina pode formar adutos irreversiveis com
nucleofilos celulares, uma reacdo metabodlica que pode ser a base de varios dos
seus efeitos toxicos (Figura 8) (STEVENS e MAIER, 2008; MOGHE et al., 2015).

Figura 8 - Destino metabdlico da acroleina.
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Fonte: Adaptado de Moghe et al., 2015.
CEMA: acido mercapturico-2-carboxietilo; GSH: glutationa; 3-HPMA: acido mercapturico3-
hidroxipropilo; OPMA: S-(3-oxopropil)-N-acetilcisteina.
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A acroleina é altamente eletrofilica, portanto reage rapidamente e forma
adutos com DNA, RNA e proteinas. Estudos in vivo e in vitro demonstraram que a
acroleina causa estresse oxidativo, levando a disfuncdo da membrana, dano ao
DNA e dano mitocondrial, os quais tém sido relacionados ao desenvolvimento de
patologias, como cancer de pulmédo, esclerose multipla, doenca de Alzheimer,
doenca renal, lesdo hepética, doencas cardiovasculares e derrame (FAROON et al.,
2008; MOGHE et al., 2015).

Estudos indicam que a acroleina € um composto mutagénico, genotéxico e
carcinogénico, entretanto ainda ha incertezas quanto ao mecanismo de toxicidade
deste composto e os dados disponiveis sobre a sua carcinogenicidade séo limitados,
fazendo-se necessarios mais estudos (TANG et al.,, 2011; WANG et al.,, 2012;
KACHELEet al., 2014).

A Legislacdo Brasileira considera a acroleina um contaminante organico em
aguardente de cana e na cachaca de alambique e a sua presenca € regulamentada
pela Instrucdo Normativa n°® 13 de 2005 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Essa normativa estabelece o limite maximo de 5 mg/100 mL
e, acima desse limite, a bebida estara impropria para ser comercializada. Nao ha
concentracdo maxima estabelecida pela legislacdo brasileira para a acroleina em
vinhos (BRASIL, 2005).

1.3.3.4.3 Estratégias na diminuicdo da acroleina em bebidas

Parametros como pH e disponibilidade de substrato influenciam na
concentracdo de 3-HPA nos vinhos. Assim, o teor de acroleina pode ser minimizado
ao manter valores de pH entre 3-4, uma vez que nesta faixa de pH a atividade
bacteriana e acumulacdo de 3-HPA sdo reduzidas. Concentracbes razoaveis de
anidrido sulfuroso (SO,) livre inibem o crescimento de bactérias lacticas indesejaveis
através da reducdo da atividade especifica da ATPase (CARRETE et al., 2002;
BAUER, 2010).

1.3.3.5 Furano

O furano é um éter ciclico com propriedades aromaticas. E um liquido incolor

e inflamavel, apresenta ponto de fusdo de -85,6 °C e pressdo de vapor de 600
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mmHg a 25 °C. E insollvel em &gua, mas solivel em alcool, acetona, benzeno, éter

e outros solventes orgéanicos apolares (NTP, 2005).

1.3.3.5.1 Mecanismos de formacao em bebidas

A formagao de furano em alimentos foi inicialmente observada em estudos
gue tinham por objetivo identificar substancias volateis responsaveis pelo aroma dos
produtos processados e geradas durante o aquecimento. Ele é considerado um
contaminante formado no processamento de alimentos e tem sido detectado em
uma grande variedade de alimentos, como vinho, vinagre, cerveja, aguardente,
tequila, sucos de frutas, mel, aveld, proteina hidrolisada, péo, café e alimentos
infantis (ARISSETO e TOLEDO, 2008; BONONI e TATEO, 2009; HU et al., 2013).

O barril de madeira € um recipiente destinado a conservacgéo, transporte e/ou
envelhecimento de bebidas alcodlicas, especialmente vinho e cachaca. Esses
recipientes passam por um tratamento térmico (tostagem) antes de serem usados, 0
gual causa a termdlise de constituintes da madeira, como a celulose e a
hemicelulose, que se decompdem em agulcares, 0S quais, por sua vez, podem ser
desidratados e degradados pela alta temperatura, originando furano. Nas
aguardentes vinicas, os derivados furanicos podem resultar da degradacédo térmica
dos acucares residuais do vinho, ao longo do processo de destilagcdo (ARISSETO e
TOLEDO, 2008).

Perez-Locas e Yaylayan (2004) estudaram a reatividade de varios acgucares
para formar furano, tendo observado que a eritrose é o aclUcar que origina maior
guantidade de furano, seguido da ribose, sacarose, glicose e frutose. Aldotetroses,
como eritrose, podem sofrer desidratacdo e formar 3-furanona, que apos reducéo e
desidratacéo, pode dar origem a molécula de furano. Ja as pentoses, como a ribose,
podem ser convertidas por desidratacdo em seus derivados de 3-desoxiosona, que
apos clivagem do grupo carbonila formam 2-desoxi-aldotetrose, um precursor direto
do furano. A formacéo de furano a partir das hexoses se inicia com uma clivagem
retro-aldol para producdo de uma aldotetrose, que prossegue a reacdo apos ser
convertida em 3-furanona. Em menor extensao, hexoses podem formar 2-desoxi-3-
cetoaldotetrose, que apds desidratacdo, sofre ciclizagdo para produzir 3-furanona.
Um terceiro caminho para a formacgdo de furano a partir de hexoses, que também

ocorre em menor extensdo, envolve a producdo de 3-desoxiosona, que forma 2-
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desoxi-aldotetrose por clivagem do grupo carbonila e oxidagcdo (PEREZ-LOCAS e
YAYLAYAN, 2004).

1.3.3.5.2 Aspectos toxicoldgicos e legislacao

Dada a sua baixa polaridade, o furano consegue passar através das
membranas biolégicas e ser rapidamente absorvido pelos pulmdes, intestino e pele.
Experimentos realizados com furano isotopicamente marcado, administrado a ratos
pela dieta, mostraram que 84% da dose total ingerida eram metabolizadas em 24h.
Desta maneira, o rapido metabolismo do furano limita a concentracdo que esse
atinge os orgéos e tecidos. Entretanto devido as suas caracteristicas lipossoluveis,
doses repetidas desse composto se acumulam principalmente no figado e nos rins
(ARISSETO e TOLEDO, 2008).

O furano é metabolizado pelas enzimas do citocromo P450, em particular pela
citocromo P2E1(CYP2E1), sendo sua biotransformacéo caracterizada pela abertura
do anel presente na estrutura do furano com formacéo de dioxido de carbono e cis-
2-buteno-1,4-dial (BDA) (Figura 9). O BDA € considerado citotoxico, genotoxico,
indutor de estresse oxidativo celular e hepatocarcinogénico (MOSER et al., 2009;
DONG et al., 2016).
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Figura 9- Biotransformacéo do furano.
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Fonte: Adaptado de Churchwell et al. (2015).

dA-BDA: ligacdo covalente entre o BDA e a base adenina (A) do DNA; dC-BDA: ligacdo covalente
entre o BDA e a base citosina (C) do DNA; dG-BDA: ligagdo covalente entre o BDA e a base guanina
(G) do DNA.

N&o ha legislacdo nacional e internacional que estabeleca a concentracao

maxima de furano em bebidas alcodlicas.

1.3.3.5.3 Estratégias na diminuicéo do furano em bebidas

Uma alternativa para reduzir os niveis de compostos toxicos formados
durante o processamento de alimentos é eliminar ou diminuir as concentracdes de
seus precursores. Na literatura, dados quantitativos de furano em bebidas alcodlicas
séo inexistentes, portanto ndo ha informacao disponivel sobre métodos de mitigacédo

deste composto.
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1.3.3.6 Furfural

O furfural € um aldeido heterociclico e aromético, conhecido também como 2-
furfural, 2-furanocarboxialdeido, furaldeido, 2-furanaldeido, fural e furfuraldeido. Este
composto é incolor, inflaméavel, apresenta odor de améndoas e quando exposto ao
oxigénio do ar sofre oxidagdo tornando-se castanho-avermelhado. Apresenta
temperatura de fusédo de -39 °C e presséo de vapor 13,5 mmHg a 55 °C, é solGvel

em agua, etanol, éter, acetona e cloroférmio (RIBEIRO et al., 2012).

1.3.3.6.1 Mecanismos de formacao do furfural em bebidas

O furfural pode ser considerado um indicador de deterioragédo de alimentos e
bebidas, tais como suco de laranja, suco de uva, bebidas destiladas, vinho, leite,
mel, cereais, cerveja e vinhos envelhecidos em barril de madeira. Esse aldeido
ciclico é o principal produto da degradacdo de carboidratos em meio acido, como as
pentoses (xilose e arabinose) (EFSA, 2004).

Nas bebidas envelhecidas, os carboidratos provenientes do tratamento
térmico (tostagem) da madeira dos barris ndo sédo fermentados pelas leveduras, e
sofrem hidrélise acida, produzindo furano e furfural (PEREIRA et al., 2011). Além
disso, o armazenamento do vinho em temperatura elevada durante o seu
envelhecimento também favorece a formacdo do furfural (CAMARA, ALVES,
MARQUES, 2006). A presenca desse composto no vinho pode ser proveniente das
rolhas de cortica devido ao tratamento térmico de autoclavagem que ocorre na
producdo das rolhas. Ele contribui para o aroma do vinho, com odores descritos
como améndoa doce, levemente tostado e caramelo (ROCHA, COIMBRA,
DELGADILLO, 2004; DE AZEVEDO et al., 2007).

Na cachaca, o furfural pode ser formado em diferentes etapas do
processamento, tais como a pirogenizacdo da matéria organica depositada no fundo
dos alambiques ou mesmo durante o envelhecimento da bebida por meio da acéo
de &cidos sobre pentoses e seus polimeros (hemiceluloses), que podem estar
presentes nos recipientes de madeira utilizados no armazenamento da bebida
(ZACARONI et al., 2011).

O processo de envelhecimento que ocorre durante o armazenamento da

cerveja pode resultar na formagdo de aldeidos volateis como o furfural. A
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concentragdo deste composto depende de diferentes fatores, tais como o tipo de
malte utilizado na fermentacédo ou as condi¢cbes de armazenamento (MARTINS et
al., 2015; RICO-YUSTE et al., 2016).

1.3.3.6.2 Aspectos toxicoldgicos e legislacao

O furfural é rapidamente metabolizado no figado de ratos apds a
administracdo oral. O metabolismo possui duas vias: a maior parte é oxidado e
conjugado com glicina, formando furoilglicina; o restante € condensado com &cido
acético e conjugado com glicina, originando acido acrilico 2-furano. Estes dois
metabolitos sdo excretados pela urina (ARTS et al., 2004).

O furfural mostrou ser genotoxico em estudos in vitro realizados em culturas
de células de ovario de hamster e linfocitos humanos ao induzir trocas de cromatides
irmads (EFSA, 2004). Estudos in vivo com ratos e camundongos forneceram
evidencias de que o furfural ndo € um agente genotoxico, mas mostrou ser
hepatotoxico e carcinogénico ao induzir necrose e inflamacao cronica do figado e
adenoma e carcinoma hepatocelulares, sendo estes efeitos devido a mecanismos
nao genotoxicos (LAKE et al, 2001).

Apesar de a presenca do furfural em cachaca ser monitorada pela Instrucéo
Normativa n°® 13 de 2005 do MAPA que estabelece o limite maximo de 5 mg/100 mL
de alcool anidro (BRASIL, 2005) e que também estabelece limites maximos para a
presenca de furfural em conhaque, graspa, aguardente de vinho e pisco, ndo ha
limites maximos estabelecidos para vinho (BRASIL, 2010), nem legislacéo
internacional que estabeleca a concentracdo maxima de furfural em bebidas

alcodlicas.

1.3.3.6.3 Estratégias na diminuicdo do furfural em bebidas

Uma alternativa que pode ser utilizada para reduzir os niveis tanto de furano
guanto de furfural é o uso de lascas de madeira ao invés do uso dos barris de
madeira durante o envelhecimento de bebidas alcodlicas. Teores mais elevados de
aldeidos furanicos (furfural, 5-metilfurfural e 5-hidroximetilfurfural) foram encontrados
nas aguardentes envelhecidas em barris de madeira, em comparacdo com aquelas
gue foram envelhecidas em tanques de inox na presenca de fragmentos de madeira
(CALDEIRA et al., 2009).
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A autoclavagem das rolhas de cortica (130 °C durante 18-20min a pressao de
180kPa) leva a degradacao da xilose, arabinose e celulose com formacao de furano
e aldeidos furanicos. Rolhas lavadas e secas ap0s a autoclavagem possuem
guantidade até 53% menor destes compostos do que as rolhas que ndo passaram
por esses tratamentos (ROCHA, COIMBRA, DELGADILLO, 2004).

1.3.4 Métodos para extracdo e determinacdo dos compostos toxicos produzidos

durante a vinificacao

Varios métodos de extracao tém sido utilizados para extrair compostos téxicos
de vinho, incluindo a extragdo liquido-liquido (LLE, do inglés: liquid—liquid extraction),
extracdo em fase solida (SPE, do inglés: solid-phase extraction) e microextracdo em
fase solida no modo headspace (HS-SPME, do inglés: headspace solid phase micro
extraction). O uso da LLE apresenta algumas desvantagens por ser um
procedimento trabalhoso, possuir alto custo, sensibilidade limitada e requerer 0 uso
de grande quantidade de solventes orgéanicos téxicos. Em contrapartida, a SPE
necessita de menos solvente e € menos trabalhosa, entretanto, pode requerer uma
etapa posterior de concentracdo da amostra, o que pode resultar na perda de
analitos. A SPME combina a extracdo e a concentracdo dos analitos em uma Unica
etapa, sendo que uma pequena quantidade da amostra é necessaria, 0 que encurta
0 tempo necessario para a extracdo e reduz o custo. Esta técnica apresenta
vantagens quando comparada com 0s processos convencionais (LLE e SPE), pois &
rapida, facil de usar e livre de solventes (VAS e VEKEY, 2004; PERESTRELO et al.,
2010; WELDEGERGIS et al., 2011; JELEN, MAJCHER, DZIADAS, 2012; JIAO,
DONG, CHEN, 2014; XIAO et al., 2015). Alguns estudos tém feito a injecdo da
amostra no equipamento de determinacdo sem etapa prévia de extracao
(LACHENMEIER et al., 2008; ZHANG et al., 2011; ZHANG et al., 2014). Entretanto,
este procedimento pode exigir uma etapa exaustiva de limpeza da coluna
cromatografica além de diminuir a sua vida util (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

As técnicas utilizadas para a determinacdo de compostos téxicos de vinho
sdo cromatografia gasosa (GC, do inglés: gas chromatography) cromatografia
liquida de alta performance (HPLC, do inglés: high-performance liquid

chromatography), espectrofotometria UV e eletroforese capilar, sendo que a GC é a
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mais utilizada em funcdo das caracteristicas volateis dos compostos alvo desta
pesquisa (Tabela 6).
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Tabela 6- Compostos toxicos quantificados em vinhos produzidos em varios locais do mundo com métodos de andlise e com seus respectivos

limites de deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ), niveis de recuperagao e niveis encontrados.

Composto Método Extracdo LOD LOQ Recuperacao Concentracéo Procedéncia Referéncia
(ng/L)? (Hg/L)° (%) (ng/L)* das amostras
Carbamato GC-MS® SPE' 0,6 1,9 104,4 5,2-29,4 Brasil Nobrega et al., 2015
de etila GCxGC- HS- seco: 4,31 | seco: 14,38 seco: 88,6 seco: 4,59-367,2 Portugal Perestrelo et al., 2010
TOFMS" SPMEP doce: 2,75 | doce: 9,16 doce: 99,4 doce: 8,89-547,2
HPLC-FLD® - 4,8 16 tinto:99,5 tinto: 13,7 China Zhang et al., 2014
Acetaldeido | mini-CE-ED' B 16 NI licor:101" tinto: 20700" China Zhang et al., 2011
branco: 67500"
de arroz: 23400
licor: 45600'
GC-MS° M NI9 NI¢ NI¢ fortificados: 12000- Europa Lachenmeier et al.,
800000 2008
GC-MS¢ S 430 1280 NI° de arroz:4990- Coréia do Sul Chung et al., 2015
11570
de fruta:1330-
11730
Formaldeido | mini-CE-ED' N 9,1 NI° licor: 106" tinto: ND' China Zhang et al., 2011
branco: 4830"
de arroz: 7440'
Espectrofoto | destilagéo N9 NI° NI¢ 0-1150 (média: Alemanha Jendral et al., 2011
metria UV 130)
GC-MS® SPME‘ NI° NI° 68,37-128,22" tinto:40,9' Coréia do Sul Jeong et al., 2015
branco:18,38'
espumante:19,5'
GC-MS® - 5000 15000 NE ND' Coréia do Sul Chung et al., 2015
Acroleina GC-MS® HS- ; 14 40 NI° 0-8,8 (média: 0,7) Alemanha Kachele et al., 2014
SPME
LC/MS™ SPE' 250 pg/kg | 800 pg/kg | 79 (10 mg/kg) ND’ Alemanha Hollosi et al., 2012

119 (50
mg/kg) 93
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(100 mg/kq)
GCxGC- HS- branco e branco e NI® ND' Africa do Sul Bauer et al., 2012
TOFMS" SPME” | tinto: 19600 | tinto: 59400
Furfural HPLC-DAD" - 1220 3690 99 3820-22900 Portugal Pereira et al., 2011
HPLC-DAD" - 0,74 1,85 NI° 800-8800 Portugal Ho et al., 1999
GC-MS* LLE' NI° NI° NI° 200-24100 Portugal Camara et al., 2006
UHPLC- MEPS® 0,0045 0,0149 97 (300 pg/L); fortificados: 670- Portugal Perestrelo et al., 2015
PDA° 87 (8 ug/L); 3610
88 (15 ug/L)

% Limite de deteccao; ° limite de quantificacéo, °

massas;
informado;

intervalo de concentracao encontrado nas amostras;

microextracdo em fase sdélida no modo headspace 9 microextracdo em fase solida; '

extracdo

liquido-liquido,

a

etapa

de

extracdo

apenas valores médios de concentracdo foram informados;
cromatografia gasosa bidimensional abrangente; ™

nao

9 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
cromatografla liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia; electroforese capilar miniaturizada com deteccdo electroquimica; ¢ ndo

ensaio de recuperacdo ndo foi feito para o vinho, apenas para o Ilcor
detectado; © a matriz na qual foi feita o ensaio de recuperacdo n&o foi mencionada; -

acoplada a espectrometria de massas; "cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos; °

' ndo
cromatografia liquida
cromatografia liquida de alta presséo; "
extracdo em fase solida; ° microextracdo por sorvente empacotado; '

foi realizada.
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A cromatografia é uma ferramenta analitica que abrange um conjunto de
métodos fisico-quimicos de separacdo que envolve o transporte dos componentes
de uma mistura através de uma coluna cromatografica. Esta coluna contém uma
fase estacionaria, que pode ser liquida ou sélida, capaz de interagir com o0s
componentes da mistura. O transporte dos componentes através da coluna esta a
cargo da fase movel, que pode ser gasosa ou liquida. O processo de passagem de
um liquido ou de um gas por uma coluna cromatogréfica é conhecido como eluicéo,
enquanto o fluido que entra na coluna € o eluente, aquele que emerge ao final dela é
o eluato. A ampla variedade de combinag¢des entre fases moveis e estacionérias
torna esta técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo. Se a fase mével é
um gas, a cromatografia € chamada gasosa, e se for um liquido, chama-se
cromatografia liquida (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

O principal mecanismo de separacdo da GC esta baseado na particdo dos
componentes de uma amostra entre a fase gasosa e a fase estacionaria solida. Uma
corrente de gas passa de forma continua pela coluna, e quando a amostra
vaporizada € introduzida rapidamente nessa corrente de gas, ela é arrastada atraves
da coluna. Desta forma as substancias presentes na amostra, depois de separadas,
chegam ao detector, que geram um sinal para o sistema de registro e tratamento de
dados (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A GC monodimensional € amplamente aplicada na analise de vinhos
(LACHENMEIER et al., 2008; KACHELE et al., 2014; CHUNG et al., 2015;
NOBREGA et al., 2015). Mesmo com o grande poder de separacdo desta técnica,
algumas amostras sdo muito complexas para que se possa atingir a separacao de
seus componentes em uma so fase estacionaria (ZINI, 2009). Além disso, a analise
profunda dos cromatogramas frequentemente indica que alguns picos sdo o
resultado de dois ou mais compostos co-eluidos (TRANCHIDA et al.,, 2004). A
cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC, do inglés: comprehensive
two-dimensional gas chromatography) surgiu como uma alternativa para analisar
amostras complexas ou analisar analitos alvo em uma Unica andlise (HERRERO et
al., 2009).
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A GCxGC é caracterizada pela combinacéo de duas colunas cromatograficas
unidas por um modulador e que contem fases estacionarias diferentes. Inicialmente,
a amostra é submetida a separacdo na primeira coluna. O efluente da primeira
coluna ingressa no modulador, o qual concentra e libera as fracdes do efluente,
enviando-as para a segunda coluna, sendo que a separacdo ocorre de forma
independente da que ocorreu na primeira coluna (ZINI, 2009). Algumas das
vantagens desta técnica sdo: aumento da capacidade de pico, o que implica na
melhora da separacdo dos analitos entre si e dos mesmos em relagcdo a outros
compostos da matriz; melhora a resolucdo e aumenta a sensibilidade do método;
procedimentos de preparacdo de amostras podem ser minimizados, ou mesmo
eliminados em alguns casos, devido ao elevado poder de separacéo oferecido por
esta técnica (ZINI, 2009; HERRERO, 2009).

Apés a separacdo dos compostos da amostra através da coluna, esses
chegam ao sistema de deteccéo. A escolha do detector adequado € extremamente
importante para que atenda as necessidades da amostra e as seguintes
caracteristicas devem ser avaliadas, como: seletividade, sensibilidade, nivel de ruido
(os efeitos eletronicos do sistema de deteccdo devem ser minimos) e a possibilidade
do sistema de detectar a minima presenca do composto, para obter uma analise
suficientemente sensivel. O detector mais comumente usado na analise de vinhos
por GC €& o detector de espectrometria de massas (MS, do inglés: mass
spectrometer) (REBIERE et al., 2010). O MS utiliza 0 movimento de ions em campos
elétricos e magnéticos para separa-los de acordo com sua relacdo massa-carga. O
principio da espectrometria de massas por tempo de voo (TOFMS, do inglés: time-
of-flight mass spectrometry) baseia-se no fato de que todos os ions sdo acelerados
com a mesma energia. Suas velocidades sdo inversamente proporcionais as raizes
guadradas de suas massas. Os ions mais leves de alta velocidade chegam ao
detector antes do que os ions mais pesados de baixa velocidade (TRANCHIDA et
al., 2004; ZINI, 2009; HERRERO, 2009)
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Resumo: O efeito do grau de maturacéo e tempo de maceracdo das uvas nos niveis
de compostos toxicos formados durante a vinificagcdo, bem como a caracterizacdo do
risco relacionado a exposicdo humana a estes compostos foram avaliados nesse
estudo. O método baseado no uso da HS-SPME-GCxGC/TOFMS mostrou-se
adequado para a quantificacdo simultdnea de carbamato de etila, acroleina,
acetaldeido, formaldeido, furano e furfural em vinhos. Vinhos Syrah elaborados com
uvas colhidas em estadio de sobrematuracdo e 20 dias de maceracdo apresentaram
0S maiores niveis de compostos toxicos. Os niveis desses compostos téxicos
encontrados em vinhos Syrah disponiveis comercialmente revelaram que a
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exposicdo ao furano, acroleina e carbamato de etila representa risco para a saude
do consumidor. Os demais compostos (acetaldeido, formaldeido e furfural) foram
detectados em niveis que nao indicam risco.

Palavras-chave: GCxGC/TOFMS, Shiraz, Syrah, carbamato de etila, acroleina.

Compostos quimicos: acetaldeido (PubChem CID:177); formaldeido (PubChem CID:712); acroleina
(PubChem CID:7847); carbamato de etila (PubChem CID:5641); furano (PubChem CID:8029); furfural
(PubChem CID:7362).

1. Introducéao

O vinho apresenta propriedades benéficas oriundas do consumo moderado
desta bebida. Estes efeitos sdo observados, principalmente, devido a presenca dos
compostos fenolicos e estilbenos (Shen et al.,, 2015). Entretanto, dentre os
compostos presentes em vinhos, encontram-se 0s seguintes compostos toxicos:
acetaldeido, formaldeido, carbamato de etila, furfural, acroleina e furano. A presenca
destes compostos em bebidas fermentadas € comum, uma vez que sao formados
durante o metabolismo normal dos micro-organismos ou através de reacdes que
envolvem os compostos produzidos durante a fermentacdo (Kachele, Monakhova,
Kuballa e Lachenmeier, 2014; Chung, Yoon, Han e Kim, 2015; Jeong, Chung, Song,
Kim, Lee e Kim, 2015; Nobrega et al., 2015; Perestrelo, Silva e Camara, 2015).

Os efeitos toxicos da ingestdo aguda destes compostos presentes nas
bebidas alcodlicas estdo relacionados com sintomas como nauseas, vOmito,
inquietacéo, suor, confusdo, queda na presséo e dores de cabeca (Jackson, 2014).
Ainda, o0 acetaldeido, por exemplo, desempenha um papel importante no
desenvolvimento de carcinoma do trato aerodigestivo superior do qual fazem parte a
cavidade oral, faringe, laringe e eséfago (Lachenmeier, Gumbel-Mako, Sohnius,

Keck-Wilhelm, Kratz e Mildau, 2009). Estudos in vivo e in vitro demonstraram que a
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acroleina causa estresse oxidativo, levando a disfungcdo da membrana plasmética e
dano ao DNA e a mitocondria, os quais contribuem para o desenvolvimento de
cancer de pulmao, esclerose multipla e doenca de Alzheimer (Moghe et al., 2015). O
carbamato de etila foi associado a edemas pulmonares, papilomas de pele, linfomas
malignos e hepatomas em animais (EFSA, 2007). O formaldeido induz efeitos
citotoxicos em células de mamiferos e esta relacionado com o desenvolvimento de
cancer de nasofaringe e leucemia em humanos (Costa et al. 2015). Estudos in vivo
com ratos e camundongos fornecem evidéncias de que o furfural € hepatotoxico e
carcinogénico ao induzir necrose e inflamacédo cronica do figado e adenoma e
carcinoma hepatocelulares (Lake et al, 2001). O furano € considerado citotoxico,
indutor de estresse oxidativo celular e hepatocarcinogénico em animais (Dong et al.,
2016). A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classifica o
formaldeido e o acetaldeido associado ao consumo de bebidas alcodlicas como
carcinogénicos para os seres humanos (Grupo 1), o carbamato de etila como
provavel carcinogénico (Grupo 2A), o furano como possivel carcinogénico (Grupo
2B) e a acroleina e o furfural como néo classificaveis como carcinogénicos (Grupo 3)
(IARC, 2016).

O Comité Conjunto da Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo e Organizacdo Mundial da Saude de Especialistas em Aditivos
Alimentares (JECFA, do inglés: Joint FAO/WHO Experts Committee on Food
Additives) ndo estabelece parametros de ingestdo segura para estes compostos.
Apesar disso, o acetaldeido, formaldeido, carbamato de etila, furfural, acroleina e
furano tém sido identificados como genotdxicos e carcinogénicos em varios estudos
(Lake et al., 2001; EFSA, 2007; Lachenmeier et al., 2009; Costa et al., 2015; Moghe

et al., 2015; Dong et al., 2016).
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Os dados relativos a quantificacdo de compostos potencialmente toxicos
formados durante a elaboracéo de vinhos sdo escassos. Além disso, a avaliacdo do
risco da exposicdo a estes compostos téxicos através do consumo de vinho é
relatada na literatura apenas para o0 acetaldeido quantificado em vinho
comercializado na Italia (Paiano, Bianchi, Davoli, Negri, Fanelli e Fattore, 2014) e
acetaldeido, carbamato de etila e formaldeido utlizando dados quantitativos
previamente publicados em outros estudos (Lachenmeier, Przybylski e Rehm, 2012).
Os trabalhos que tém sido desenvolvidos objetivam quantificar apenas um composto
toxico (Jendral, Monakhova e Lachenmeier, 2011; Kachele, Monakhova, Kuballa e
Lachenmeier, 2014; Paiano et al., 2014; Nobrega et al., 2015; Perestrelo, Silva e
Céamara, 2015), sendo que nenhuma pesquisa realizada até o momento preocupou-
se com o desenvolvimento de um Unico método para a determinacao simultanea de
varios compostos toxicos formados durante a elaboracdo dos vinhos e/ou com a
avaliacdo global do risco da exposicédo a estes compostos quantificados na mesma
amostra.

A variedade de uva Syrah (Vitis vinifera) esta entre as mais cultivadas
mundialmente, com destaque para a Australia, onde estima-se que 40% dos vinhos
produzidos sd@o desta variedade. Na Austrdlia e Africa do Sul utliza-se a
denominacdo Shiraz e na Franca e América esta variedade ficou conhecida como
Syrah. Os vinhos produzidos com uvas desta variedade possuem aroma
caracteristico descrito como apimentado ou picante (Frank, 2008). No Brasil, a
regido do submédio do Vale do Rio S&o Francisco (latitude: 8-9°S, longitude: 40°0 e
latitude: 300-450m) destaca-se na producédo de uvas Syrah, onde esta € a variedade

de uva a mais cultivada.
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O avanco do grau de amadurecimento da uva provoca alteracfes desejaveis,
incluindo o aumento da extratabilidade da cor e dos niveis de compostos fendlicos e
polissacarideos. Por outro lado, o prolongamento do tempo de macerag¢ao ocasiona
a diminuicdo da intensidade de cor do mosto e dos niveis de compostos fendlicos.
Parametros sensoriais indesejaveis relacionados a sensacdo de adstringéncia e
amargor sao observados quando uvas usadas para a elaboracdo de vinho estao
pouco maduras (colhidas cerca de 3 semanas apds a véraison que € 0 momento em
gue a uva inicia a mudanca de tonalidade de verde para vermelho/roxo) e o tempo
de maceracdo é prolongado (de 1 para 4 semanas) (Gil et al., 2012). Até o
momento, nenhum estudo publicado na literatura avaliou o efeito do estadio de
amadurecimento e tempo de maceracao das uvas nos niveis de compostos toxicos
dos vinhos.

Os objetivos deste estudo foram: (i) validar um método para deteccédo e
guantificacdo simultdnea de seis compostos toxicos (formaldeido, acetaldeido,
carbamato de etila, furano, furfural e acroleina) em vinhos através do uso da
microextracdo em fase sélida no modo headspace (HS-SPME) acoplada a
cromatografia gasosa bidimensional abrangente com detector por espectrometria de
massas por tempo de voo (GCxGC/TOFMS), (ii) verificar a influéncia do estadio de
maturacdo e tempo de maceracdo das uvas Syrah utilizadas na vinificacdo, (iii)
estimar a exposicao a estes compostos toxicos através do consumo de vinho e (iv)
caracterizar o risco da exposicdo aos compostos toxicos presentes nos vinhos

através da determinacao da margem de exposicao (MOE).

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostras, reagentes analiticos e suprimentos



63

Uvas Syrah colhidas em trés diferentes estddios de maturacéo [T1: antes da
maturacédo tecnoldgica ou industrial (20°Brix), T2: grau de maturacao ideal (22°Brix),
T3: sobrematuracdo (24°Brix)] e maceradas durante 3 diferentes periodos (C1: 10
dias, C2: 20 dias e C3: 30 dias) foram avaliadas em relacdo aos niveis de
compostos carbonilicos e furano formados durante a vinificacdo. As vinificacdes
foram conduzidas em triplicata com oito diferentes combinacdes entre os estadios de
maturacdo e tempos de maceracéo originando os seguintes experimentos: T1_C1,
T1 C2, T2 C1,T2 C2, T2 C3, T3 _C1, T3 C2 e T3 _C3. A escolha desses estadios
de maturacdo ocorreu em funcdo do grau alcoodlico esperado do respectivo vinho
produzido, uma vez que a Lei N° 7.678 de 8 de novembro de 1988 da legislacdo
brasileira estabelece que o teor alcodlico de vinhos esteja entre 8,6 e 14%. O teor
alcodlico dos vinhos produzidos foi: 11% (T1_C1 e T2_C2) e 14% para os demais
vinhos (T2_C1, T2_C2, T2_C3, T3 _C1, T3_C2, T3_C3). As uvas foram cultivadas
em 2013 na mesma area (latitude: 9°16’S; longitude: 40°52’'0; altitude: 413,5 m),
localizada no municipio de Casa Nova, Bahia, Brasil, sendo que 48 plantas foram
destinadas para cada um dos oito experimentos. As plantas apresentavam 5 anos
de plantio e foram irrigadas por gotejamento. Os vinhos produzidos a partir destes
experimentos foram fornecidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) Semiarido localizada em Petrolina, Pernambuco.

Onze amostras de vinhos Syrah obtidos de diferentes safras (2010-2013) e
disponiveis comercialmente foram avaliadas. Essas amostras foram doadas por
vinicolas localizadas no Brasil (estados: Rio Grande do Sul, Pernambuco, Bahia,
Minas Gerais) e Chile (Detalhes sobre o ano e local de producdo de cada amostra

estdo na Tabela S1 do Material Suplementar).
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Uma solucdo modelo de vinho foi preparada com acido tartarico (Synth, Séo
Paulo, Brasil) e 10% de etanol (Nuclear, Sdo Paulo, Brasil) em &agua MilliQ
deionizada (sistema de purificacao Millipore, Bedford, MA, EUA). O pH da solucao foi
ajustado a 3,5 com hidroxido de sodio (Nuclear, S&o Paulo, Brasil). Essa solucéo
modelo de vinho foi utilizada na diluicho das solugcdes padrdo que foram
empregadas na construcdo das curvas analiticas. Este procedimento possibilitou a
construcdo das curvas analiticas em uma matriz semelhante a da amostra real de
vinho, o que reduz os erros provenientes de efeitos de matriz.

Os compostos padrdao de formaldeido, acetaldeido, carbamato de etila,
acroleina, furano e furfural foram adquiridos da Fluka (Ronkonkoma, EUA) e
solucBes estoque individuais (1000 mg L™) de cada componente foram preparadas
em etanol bidestilado. Os padrdes internos utilizados foram octanal, 2-furfuriltiol e
nonanoato de metila foram adquiridos da Sigma (St. Louis, EUA). Uma solucéao de
cada padrdo interno (1000 mg L™) foi preparada em etanol e a partir dessas
solucdes, um mix (10 mg L™) contendo os 3 padrdes internos foi preparado e 10 pL
desse mix foi adicionado a cada amostra antes da extracdo por HS-SPME. Os
padrdes internos foram escolhidos conforme a classe quimica de cada um dos
compostos téxicos avaliados neste trabalho e o padrdo interno usado para a
guantificacdo de cada um dos toéxicos esta especificado na Tabela S2 do Material
Suplementar.

A 2,2, 2-trifluoroetilhidrazina [TFEH, Aldrich (Steinheim, Alemanha)] foi
escolhida como agente derivatizante conforme sugerido por Kim e Shin (2011) em
seu trabalho de determinacdo de aldeidos, incluindo acetaldeido e formaldeido, e
cetonas em agua. Uma solucdo aquosa de TFEH 62.000 ppm foi preparada e 100

puL foram adicionados em cada amostra. O cloreto de sédio de grau analitico (NacCl,
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Nuclear, Sado Paulo, Brasil) foi adicionado nos frascos das amostras e solugao
padrdo para aumentar a forca idnica dos analitos e dessa maneira potencializar a
extracdo dos compostos. O NacCl foi previamente seco em estufa a 100 °C por 1 h e
armazenado em dessecador até o0 momento do uso.

A fibra utilizada para HS-SPME foi a divinilbenzenocarboxen-
polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) de 2 cm (Supelco, Bellefonte, EUA). Antes da
primeira utilizagéo da fibra, esta foi condicionada a 270 °C por 1 hora de acordo com
as orientacdes do fabricante. Frascos de vinte mililitros com tampas de rosca
magnética selados com septos de silicone (Supelco, Bellefonte, EUA) foram usados

na HS-SPME.

2.2. Extracdo dos compostos através da HS-SPME

A extracdo dos compostos via da HS-SPME foi feita através de amostrador
automatico CTC CombiPAL. As condicOes utilizadas para a extracdo foram 1 mL de
amostra em frascos de headspace de 20 mL, 30% de NaCl (m/v), sem agitacdo da
amostra, tempo e temperatura de extracdo de 45 min a 55 °C, respectivamente. Os
compostos extraidos através da HS-SPME foram dessorvidos termicamente no
injetor do GCxGC/TOFMS a 250 °C durante 5 min (Welke et al., 2012). A etapa de
derivatizacdo com TFEH foi adicionada ao método desenvolvido em trabalho prévio
por Welke et al.,, 2012 para a determinacdo de compostos volateis de vinho. A
derivatizacdo foi adotada a fim de melhorar a deteccdo de trés compostos téxicos
que sdo altamente volateis: acetaldeido (ponto de ebulicdo, PE: 20,2 °C),
formaldeido (PE: -19,3 °C) e acroleina (PE: 53 °C). Essas caracteristicas dificultam a
determinacdo desses compostos, visto que € necessario torna-los mais estaveis

para que sejam analisados através da cromatografia gasosa (GC, do inglés: gas
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chromatography). As reacdes de derivatizacao foram mostrados na Figura S1 do
Material Suplementar. O furano, carbamato de etila e furfural ndo reagem com o
TFEH e ndo necessitam de derivatizacdo para serem analisados por GC. Todas as

amostras foram analisadas em triplicata.

2.3. Determinacao dos compostos toxicos através da GCxGC/TOFMS

O sistema GCxGC consiste em um cromatografo gasoso bidimensional
Agilent 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) com um detector
espectrométrico de massas Pegasus do tipo tempo de voo (Leco Corporation, St.
Joseph, MI, EUA). O sistema GCxGC (Agilent 6890N) contém um forno
convencional, um forno para a coluna secundaria e um modulador térmico com
guatro jatos, sendo que os dois jatos quentes empregam nitrogénio gasoso aquecido
pelo proprio bloco do modulador e os dois jatos frios usam gas nitrogénio, resfriado
por nitrogénio liquido. Na primeira dimenséao utilizou-se uma coluna polar (DB-WAX,
100% polietilenoglicol, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) e na segunda dimensdo uma
coluna medianamente polar (DB-17, 50% fenil e 50% polimetilsiloxano, 2,15m x 0,18
mm x 0,18 pum). Esse conjunto de colunas foi definido como o mais adequado para a
analise de vinho em trabalho prévio (Welke, Manfroi, Zanus, Lazarotto & Zini, 2012).
A temperatura inicial do forno foi de 40 °C durante 5 min, atingiu 200 °C a 3 °C/min e
atingiu 250 °C durante 3 min a 20 °C/min. A temperatura da interface foi de 300 °C e
o modo de injecdo splitless. A temperatura do forno auxiliar foi mantida 35 °C acima
do forno primario. Hélio foi utilizado como gas de arraste com um fluxo constante de
1mL min™. O periodo de modulacdo foi de 7 s e os parametros relacionados ao

detector foram: temperatura da fonte de ions de 240 °C, voltagem do detector de
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1513 V, faixa de varredura de massas de 45 a 450 m/z e taxa de aquisicdo de 100
espectros/s.

A identificacdo dos compostos foi feita através da comparacédo dos tempos de
retencdo e espectros de massas dos compostos desconhecidos com aqueles de
compostos padrdo. Além disso, os espectros de massas dos compostos foram
comparados com o0s espectros disponiveis na biblioteca comercial de espectros de
massas (Wiley). Co-injecdes da solucdo de compostos padrédo e amostra foram
realizadas para confirmar a identificagcdo dos compostos.

A quantificagdo dos analitos foi feita através do método da padronizagao
externa. As curvas analiticas foram obtidas por regresséo linear, construidas atraves
da area relativa de cada composto toxico (area do ion quantificador do composto
toxico/area do ion quantificador do respectivo padrdo interno) em funcdo da
concentracao do respectivo composto. O ion quantificador de cada composto padrao
esta especificado na Tabela S2 do Material Suplementar.

O método aplicado para a quantificacdo dos compostos téxicos foi validado
utilizando-se os seguintes parametros: linearidade, recuperacéo, precisao, exatidao,

limite de quantificacéo (LOQ) e deteccédo (LOD) (ICH, 1996).

2.4. Determinacdo da ingestdo diaria estimada e caracterizacdo do risco da
exposicao aos compostos téxicos avaliados

A avaliacdo da exposicdo aos compostos toxicos ingeridos através do vinho
foi feita através do calculo da ingestdo diaria estimada (IDE) segundo a equacgéo 1.

IDE(pg/kgpe/dia)=concentracdo do composto toxico(ug/mL) X consumo de vinho(mL/dia)
peso do individuo(kg)

Equacéo 1
Esta abordagem foi aplicada para avaliar a exposi¢cdo aos compostos toxicos

guando a recomendacdo de ingerir diariamente uma taca de vinho (150 mL) é
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seguida. O valor da mediana correspondente a concentracdo de cada composto
quantificado nos vinhos foi utilizado no calculo. O peso corpéreo (p.c) médio de 60
kg foi utilizado para expressar os resultados em ug/kg p.c.

Os compostos avaliados nesse estudo possuem potencial carcinogénico, em
funcdo disso a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabelece que a
caracterizacdo do risco seja feita através do calculo da margem de exposicdo
(MOE). A MOE é calculada por meio da razao entre a dose que produz um efeito
especifico em estudos com animais (dose de referéncia, BMD do inglés: benchmark
dose) e a ingestdo diaria estimada calculada através da equacdo 1. Em nosso
estudo foi utilizada a BMDL10 (do inglés: benchmark dose lower confidence limit
10%, limite inferior do intervalo de confiangca em que foi observado um aumento de
10% na incidéncia de um efeito toxico especifico em animais). Os valores de
BMDL10 com o respectivo efeito toxico descrito na literatura para cada composto
avaliado nesse estudo e que foi usado no calculo da MOE foram apresentados na
Tabela 1. Um valor de MOE menor que 10.000 tem sido proposto como uma
indicacdo de situacdo de risco preocupante sob a otica de saude publica (WHO,
2009). Neste estudo, os valores de BMDL10 usados para o calculo da MOE estéo

especificados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de BMDL10 e respectivos efeitos toxicos observados apos exposicao oral
aos compostos formaldeido, acetaldeido, acroleina, furano, carbamato de etila e furfural.

Composto BMDL10 (mg/kg Efeito toxico Referéncia
peso corporeo/dia)
Formaldeido 28 Gastrite crénica em ratos MONAKHOVA, JENDRAL
e LACHENMEIER (2012)
Acetaldeido 56 Tumores em ratos LACHENMEIER et al.
(mamaérios, estomacais, (2009)
intestinais, testiculares)
Acroleina 0,36 Hiperplasia epitelial ATSDR (2007)
escamosa em estomago de
ratos
Furano 0,96 Adenomas e carcinomas WHO (2011)
hepatocelulares em ratas
(oral)
Carbamato de 0,25 Neoplasia alveolar e SCHLATTER et al. (2010)
etila bronquiolar em ratos machos
e fémeas
Furfural 656 Carcinoma hepatocelular em LACHENMEIER e
ratas MONAKHOVA (2012)
3. Resultados e Discussao

A separacdo dos compostos toxicos (formaldeido, acetaldeido, carbamato de

etila, furano, furfural e acroleina), bem como dos padrdes internos (octanal, 2-

furfuriltiol, nonanoato de metila) dos demais compostos da amostra no espaco

bidimensional esta apresentada na Figura 1. O uso da GCxGC/TOFMS foi

importante para a correta identificacdo e quantificacdo de dois desses compostos

toxicos que co-eluiram na primeira dimensdo cromatografica (*D) com outros

compostos presentes nos vinhos Syrah. O acetaldeido (‘tr:14,93 min e ?tr: 2,14 s)

foi separado do 4-metilpentanoato de etila (‘tr:14,93 min e %x: 4,8 s) e limoneno

(*tr:14,93 min e %g: 5,95 s) apenas na segunda dimens&o cromatografica (°D). O

mesmo foi observado em relacdo & acroleina (*tz:14,82 min e “tg: 2,7 s) que foi

separada do hexanoato de metila (*tz:14,82 min e %g: 4,1 s) e 3-metil-1-butanol

propanoato (*tz:14,82 min e *tx: 4,8 s) na °D (Figura S4).
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Figura 1. Diagrama de cores obtido através da cromatografia gasosa bidimensional abrangente
(GCxGC/TOFMS) demostrando a separacdo dos compostos toxicos, padrdes internos (Pl) e demais
compostos volateis da amostra na primeira (‘) € segunda (*tz) dimenséo do espaco bidimensional:
[1] formaldeido, [2] acroleina, [3] furano, [4] acetaldeido, [5] octanal (PI), [6] furfuriltiol (PI), [7] furfural,
[8] nonanoato de metila (PI) e [9] carbamato de etila. O espectro de massas de cada composto esta
apresentando nas Figuras S2 e S3.

A performance do método usado para a quantificacdo dos seis compostos
toxicos estd mostrada na Tabela 2. As curvas analiticas apresentaram boa
linearidade nas faixas de concentracdo estudadas, o que pode ser observado
através dos valores do coeficiente de determinacdo (r?) que foram de 0,9898 a
0,9978. Os valores de LOD e LOQ demonstram que o método aplicado é
suficientemente sensivel para a quantificacdo dos compostos toxicos em vinhos.
Além disso, os valores de recuperacdo superiores a 90% e coeficientes de variacéo
inferiores a 12,1% obtidos nos ensaios de exatiddo e precisdo revelam a eficiéncia

do método.
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Tabela 2. Figuras de mérito do método baseado no uso da HS-SPME-GCxGC/TOFMS para a
determinacdo de compostos toxicos encontrados em vinhos.

Composto Linearidade  Equacéo de red LOD" LOQ" Conc. Rec. Exat. Prec.
(hafl) regressao e B T T B S (1o B L COMMN CO W OO
Formaldeido 11-39 y=368,78x+1, 0,9920 0,5 1,5 11 94 6,5 11,2
562
22 95 7,7 10,3
39 100 7,8 9,8
Acetaldeido 11-39 y=3135,7x- 0,9898 3,0 9,0 11 103 6,0 12,0
23,054
22 94 6,5 7,6
39 96 8,0 7,8
Acroleina 10-35 y=18,443x- 0,9939 1,0 3,0 10 90 11,1 12,1
0,025
20 98 6,7 11,4
35 99 7,9 9,2
Furano 45 - 270 y=14,731x- 0,9732 5,2 15,5 45 95 13,1 9,9
0,431
180 100 11,0 7,4
270 96 8,1 8,7
Carbamato de 51 -303 y=0,1053x+0, 0,9978 0,3 0,9 51 97 9,0 12,3
etila 004
150 97 6,9 9,1
303 99 11,1 8,5
Furfural 50 - 503 y=594,44- 0,9970 1,1 3,3 50 106 10,8 9,9
22,758
201 98 8,7 10,1
503 92 11,2 12,0

2 coeficiente de determinacdo; ° limite de deteccdo; © limite de quantificacdo; ® concentracdo
correspondente ao ponto menor, intermediario e maior da curva analitica de cada composto téxico
usado para a determinacdo do percentual de recuperacdo, exatiddo e precisdo; ° percentual de
recuperacao; " exatiddo: coeficiente de variacido de repeticdes feitas no mesmo dia; ° preciso:
Coeficiente de variacéo de repeticdes feitas em quatro dias diferentes.

Os menores niveis de todos os compostos toxicos foram observados nos
vinhos produzidos a partir de uvas do experimento T1C1 (uvas colhidas antes da
maturacao tecnoldgica ou industrial e maceradas durante 10 dias). Em contrapartida,
0s vinhos do experimento T3 _C2 (sobrematuracdo e 20 dias de maceracao)
apresentaram os maiores niveis de todos 0s compostos toxicos, com destaque para

a quantidade elevada de acetaldeido que foi produzida nestas condi¢des (Figura 2).
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Figura 2. Concentragdo dos compostos toxicos (formaldeido, acetaldeido, acroleina, furano,
carbamato de etila e furfural) de vinhos elaborados com uvas Syrah colhidas em 3 estadios de
maturacdo (T1: antes da maturacdo tecnolégica ou industrial, T2: grau de maturacdo ideal, T3:
sobrematuracdo) e 3 diferentes tempos de maceracéo (C1: 10 dias, C2: 20 dias e C3: 30 dias).

O avanco do grau de maturacdo e prolongamento do tempo de maceracao
parece resultar no aumento dos niveis de compostos toxicos dos vinhos. O Unico
experimento que nao segue essa tendéncia € T3_C3, em funcdo das reacdes de
degradacdo dos compostos téxicos que podem ter ocorrido nos vinhos desse
experimento T3_C3, por conta da combinacao de uvas sobrematuradas e tempo de
maceracdo demasiado (30 dias). A maturacdo da uva resulta no incremento da
concentracdo de compostos que podem ser precursores de compostos téxicos
incluindo aminoacidos, glicose e compostos fendlicos, entre outros. Da mesma
maneira, a maceracdo que é a etapa em que ocorre a extracdo dos compostos
contidos na parte sélida da uva (casca, polpa e semente), fornece ao vinho
precursores de compostos toxicos, como por exemplo, pentoses, glicerol e produtos
da hidrélise da pectina (Lamikanra & Kassa, 1999; Gil et al., 2012). A arginina e a
alanina sdo os aminoacidos precursores da formagdo do carbamato de etila e

acetaldeido, respectivamente (Araque, Gil, Carreté, Constanti, Bordons, & Reguant,
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2016). O acetaldeido também pode ser formado a partir da oxidagdo de compostos
fendlicos. A acroleina, o furano e o furfural sdo formados a partir do glicerol, glicose
e pentoses, respectivamente. O formaldeido origina-se a partir de produtos da
hidrélise da pectina (Jackson, 2014).

A Tabela 3 mostra as concentracdes dos compostos toxicos nas amostras de
vinhos Syrah disponiveis comercialmente. O formaldeido (23,4 - 205,9 pg L™, o
acetaldeido (51,5 - 634,9 pg L™), a acroleina (8,4 - 410,4 pg L™), o furano (55,8 -
295,2 pug L") e o furfural (83,9 - 1715,3 pg L™) foram encontrados em todas as
amostras avaliadas. O carbamato de etila ndo foi encontrado (concentragéo inferior
ao LOD do método < 0,3 pg L") em apenas duas amostras avaliadas. Alguns
compostos foram encontrados em elevados niveis, como por exemplo, o furfural e
acetaldeido cujos niveis chegaram a 1715,3 e 634,9 ug L™, respectivamente.

O perfil quimico do vinho varia de acordo com as caracteristicas da uva,
localizacdo geografica do vinhedo, que esta relacionada com as caracteristicas do
solo e clima, sistemas de cultivo e adubacao (Lima, Leite, Sampaio, Vianello e Lima,
2015), cepa da levedura, procedimentos da vinificacdo, incluindo a maceracdo da
uva (Esti e Tamborra, 2006) e envelhecimento (Fernandez de Simén, Martinez,
Sanz, Cadahia, Esteruelas e Mufioz, 2014; Pizarro, Rodriguez-Tecedor, Esteban-
Diez, Pérez-del-Notario e Gonzélez-Séaiz, 2014), entre outros fatores (Jackson,
2014). Esses fatores explicam as diferencas entre as concentracdes dos compostos
toxicos nas amostras avaliadas, assim como em comparacdo com os dados da
literatura. Elevada variabilidade entre os niveis de acetaldeido (18100-477000 pg L
1y, formaldeido (130 - 1150 pg L™) e furfural (670 - 3610 pg L™?) também foi
observada em vinhos comercializados na lItalia (Paiano et al., 2014), Alemanha

(Jendral, Monakhova e Lachenmeier, 2011) e Portugal (Perestrelo, Silva, Camara,



74

2015), respectivamente. Esses autores encontraram amostras com niveis de
acetaldeido, formaldeido e furfural superiores aos que foram detectados nos vinhos
avaliados no presente estudo (Tabela 3). Em relacdo ao carbamato de etila, o
presente estudo encontrou amostras com niveis maiores (<0,3 — 242,3 ug L™) deste
éster do que foi reportado por Nébrega et al. (2015) (5,2 — 29,4 pg L) para vinhos
comercializados no Brasil. Da mesma forma, os niveis de acroleina (8,4 — 410,4 ug
L") foram maiores em nossa avaliagdo do que aqueles (0,7 e 88 pg L™
mencionados por Kachele, Monakhova, Kuballa e Lachenmeier (2014) que
analisaram vinhos da Alemanha. Nenhuma comparacao pdde ser feita em relacéo

aos niveis de furano, pois este € o primeiro estudo que detectou este composto

toxico em vinho.

Tabela 3. Quantificacdo dos compostos téxicos [formaldeido, acetaldeido, acroleina, furano,
carbamato de etila (CE) e furfural] em vinhos Syrah disponiveis comercialmente.

N°® Formaldeido  Acetaldeido Acroleina Furano CE Furfural
Concentraco (ug/L) = CV° (%)
1 205,9+5,6 501,3+13,0 148,845,4 82,0£12,5 17,549,1 123,318,4
2 118,9+12,1 634,9+5,8 410,4+9,4 295,2+9,3 200,5+10,5 211,5+6,5
3 40,3+0,2 252,2+6,2 32,3£10,5 263,2+7,5 143,8+11,0 1715,346,2
4 67,2+10,0 226,5+8,4 23,9+11,8 145,2+4,1 242,3+12,2  208,5+10,0
5 55,6+£12,3 67,4+1,27 42,9+4,9 256,3+10,3 77,2+8,1 315,6+6,0
6 38,1+3,4 111,7+4,2 30,2+11,7 242,8+12.8 61,7+15,2 366,5+5,6
7 48,9+2,3 131,3+9,6 29,4+5,6 198,6+1,7 ND® 414,4+0,7
8 23,4125 103,9+4,8 22,6x11,4 71,1+8,8 68,9+8,7 149,2+11,5
9 23,5+9,9 73,9+7,1 8,448,1 82,615,6 ND® 203,9+8,3
10  33,245,7 51,5+9,5 18,0+1,0 64,1+10,9 51,7+£5,9 243,4+8,9
11  47,0+10,0 192,3+1,1 30,1+1,0 55,8+11,3 40,0+6,9 83,9+10,2
Ma® 63,8 213,4 72,4 159,7 100,4 183,9
M® 47,0 131,3 30,1 145,2 68,9 211,5

*Numero da amostra conforme especificado na Tabela S1 do Material Suplementar; ° Coeficiente de
variacdo; © Nao detectado (concentracéo inferior ao LOD do método < 0,3 ug L™ para o carbamato de
etila); ¢ Média aritmética; ® Mediana.
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No Brasil ndo ha legislacdo que estabeleca a concentracdo maxima dos
compostos alvo desta pesquisa em vinhos. Em relacdo ao carbamato de etila e
acroleina, ha limites estabelecidos para estes compostos apenas para a cachaca
(BRASIL, 2005); para o acetaldeido e furfural, ha limites para a cachaca, conhaque,
graspa, aguardente de vinho e pisco (BRASIL, 2005; BRASIL, 2010). A existéncia de
limites para esses compostos em vinhos poderia refletir em seguranca para 0s
consumidores e a exigir a producédo de vinhos em conformidade com a legislacéo
para esses compostos.

Os valores da MOE calculados para os compostos estudados estao
representados na Tabela 4. A exposi¢cdo ao furano e carbamato de etila através do
consumo dos vinhos analisados representa risco para a saude dos consumidores,
pois os valores de MOE para estes compostos foram mais baixos do que 10.000
para todas as amostras em que estes compostos foram detectados. Resultado
semelhante foi observado por Lachenmeier, Przybylski e Rehm (2012) que fizeram
caracterizacdo do risco da exposicdo ao carbamato de etila presente em vinho e
encontraram amostras com valores de MOE (176, 704 e 6338) que indicam risco
para o consumidor. A caracterizacdo do risco da exposi¢do ao furano através do

consumo de vinho esta sendo feita pela primeira vez na literatura.
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Tabela 4. Valores da margem de exposicdo (MOE) calculados para os compostos toxicos:
formaldeido, acetaldeido, acroleina, furano, carbamato de etila (CE) e furfural. As amostras que
representam risco para a saude do consumidor estdo destacadas de vermelho.

No? Formaldeido Acetaldeido Acroleina  Furano CE Furfural
BMDL10" 28° 56° 0,36° 0,96' 0,25¢ 656"
Margem de exposicédo (MOE)
1 54.393 44.681 967 4.682 5.728 2.128.182
2 94.193 35.279 350 1.300 498 1.240.455
3 277.948 88.800 4.457 1.459 695 152.976
4 166.613 98.883 6.023 2.644 412 1.258.768
5 201.551 332.217 3.359 1.498 1.295 831.433
6 293.994 200.603 4.774 1.581 1.620 715.907
7 229.615 170.616 4.901 1.933 i 633.177
8 478.582 215.583 6.373 5.401 1.451 1.758.631
9 475.797 303.274 17.087 4.650 i 1.287.156
10 337.611 435.059 7.989 5.992 1.935 1.078.242
11 238.275 116.476 4.784 6.875 2.500 3.128.473

? Nimero da amostra conforme especificado na Tabela S1 do Material Suplementar; ° Valor de
BMDL10 conforme especificado na Tabela 2; * LACHENMEIER et al. (2012); ¢ LACHENMEIER et al.
(2009); © ATSDR (2007); " WHO (2011); ¢ SCHLATTER et al. (2010), " LACHENMEIER e
MONAKHOVA (2012); ' carbamato de etila ndo foi encontrado nestas amostras (concentrag&o inferior
ao LOD do método < 0,3 pg L™ para o carbamato de etila)

Em relacdo a acroleina, observou-se que a exposicdo a este tOxico nao
representa risco para a saude em apenas uma amostra. Apesar do acetaldeido e
furfural terem sido encontrados em niveis elevados em algumas amostras, estes
compostos, segundo o célculo da MOE néo representam risco para a saude do
consumidor. Porém, deve-se levar em conta que, além de o acetaldeido estar
naturalmente presente em bebidas e alimentos (Uebelacker e Lachenmeier, 2011),
ele também é formado no corpo humano apos a ingestdo de bebidas alcoodlicas pelo
metabolismo hepatico do etanol (Lachenmeier, Kanteres e Rehm, 2009). A

estimativa da contribuicdo da exposicdo humana ao acetaldeido formado
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endogenamente apdés o consumo de vinho ndo foi feita neste estudo. Deve-se
considerar também que o risco de cancer pode ser maior para os individuos
deficientes na enzima aldeido desidrogenase (ALDH) que possuem niveis mais
elevados de acetaldeido no sangue e na saliva ap6s o consumo de bebidas
alcodlicas (Yokoyama, Eri Tsutsumi, Imazeki, Suwa, Nakamura, Mizukami e
Yokoyama, 2008) e niveis mais elevados de adutos de DNA relacionados com
acetaldeido em seus linfocitos (Matsuda, Yabushita, Kanaly, Shibutani e Yokoyama,
2006). Lewis e Smith (2005) mostraram que mutacdes no gene da ALDH2, enzima
responsavel pela oxidacao do acetaldeido durante o metabolismo do alcool, contribui
significativamente para o desenvolvimento de céancer de esotfago, devido ao
consumo de alcool.

Semelhante ao que foi observado para o acetaldeido, a exposicdo ao
formaldeido através do consumo dos vinhos analisados também nédo representou
risco para a saude. Lachenmeier, Przybylski e Rehm (2012) encontraram amostras

de vinho com niveis de acetaldeido que representam risco para a saude.

4. Conclusbtes

A HS-SPME-GCxGC/TOFMS mostrou ser adequada para a deteccdo e
guantificacdo simultanea de formaldeido, acetaldeido, carbamato de etila, furano,
furfural e acroleina nas amostras de vinho Syrah. Estes compostos toxicos foram
guantificados em uma Unica analise, o que reduz o tempo de analise. A coelui¢édo
tanto do acetaldeido quanto da acroleina com outros compostos do vinho indica as
dificuldades que poderiam surgir se apenas a cromatografia gasosa

monodimensional fosse empregada para a determinagcdo desses compostos,
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possivelmente resultaria em separacdo cromatografica insuficiente e
consequentemente, incorreta identificagdo e quantificagéo.

O avanco do grau de maturacdo e prolongamento do tempo de maceracao
das uvas séo pontos criticos relacionados a formacédo de compostos toxicos. Essas
etapas estdo relacionadas ao aumento da concentracdo de compostos no
mosto/vinho que podem atuar como precursores da formagéo dos téxicos. A cinética
de formacdo desses compostos durante a vinificacdo serd estudada em trabalho
futuro. Uma avaliacdo abrangente sera obtida a partir dos resultados desse estudo e
da elucidacdo dos mecanismos de formacdo desses compostos durante a
vinificacdo. Especial atencdo deve ser dada a formacdo de compostos com
probabilidade de causar danos a saude do consumidor, especialmente acroleina,
carbamato de etila e furano, cujo calculo da margem de exposicao indicou que a

exposicao a estes compostos representa risco.
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Material Suplementar

Tabela S1. Local de producdo das onze amostras de vinho Syrah disponiveis comercialmente
avaliadas em relacéo a presenca dos compostos téxicos (formaldeido, acetaldeido, carbamato de
etila, furano, furfural e acroleina).

N° Ano? Local de producéo

1 2011 Vale do S&o Francisco, Casa Nova — BA, Brasil

2 2012 Vale do Séo Francisco, Lagoa Grande — PE, Brasil
3 2010 Regiao do Maule (VII), Villa Alegre, Chile

4 2013 Vale do Sao Francisco, Casa Nova — BA, Brasil

5 2010 Vale dos Vinhedos, Bento Goncalves — RS, Brasil
6 2011 Vale dos Vinhedos, Bento Goncgalves — RS, Brasil
7 2012 Vale dos Vinhedos, Bento Goncalves — RS, Brasil
8 2011 Valle de Casablanca, Casablanca, Chile

9 2012 Campanha Gaucha, Itaqui — RS, Brasil

10 2012 Serra da Mantiqueira, Andradas — MG, Brasil
11 2011 Vale do Séao Francisco, Casa Nova — BA, Brasil

 ano de producdo


http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/43940/1/9789241572392_eng.pdf
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Tabela S2. Tempo de retengdo na primeira (1tR) e segunda dimenséo (ztR) da cromatografia gasosa
bidimensional abrangente com detector por espectrometria de massas por tempo de voo
(GCxGCITOFMS) dos padrdes internos utilizados na quantificacdo dos compostos téxicos presentes
no vinho com os respectivos ions qualificadores e quantificadores usados na identificagéo e
guantificacdo, respectivamente, destes compostos:

Padréo e lons Composto | g fons
interno gmin); qualificadores? | téxico gmin); qualificadores®
tr (S) ir (S)
Octanal Formaldeido | 14,00; 57, 126
- 1,98
Octanal 19,46; 56. 84 Acetaldeido | 14,93; 71, 140
| 424 ’ 2,14
Octanal Acroleina 14,82; 55, 83, 152
2,70
2- Furano 68
Furfuriltiol | 26,01;
2- 2,79 81,114 Furfural 27,3; 96, 95
Furfuriltiol 2,38
Nonanoato | 28,35; 74, 87 Carbamato | 36,05; 62, 74, 89
de metila | 4,75 de etila 1,93
% fon quantificador esta em negrito
HsC ﬁ CH;
-6 +6
C=0 + H;NHN—CH,— CF; —> CF3—CH;,—NH—N=C + H,0
/+5 -5
H Q\ ‘/ H
acetaldeido TFEH acetaldeido derivatizado A
H,C =CH h CH==CH;
-8 +0
C=0 + HNHN—CH,— CF; —> CF3— CH,—NH—N=C + H,0
/+t5 -8
" \ / )
acroleina TFEH acroleina derivatizada B
W €N '
\ -5 +5
C=0 + HzNHN_CH}_ CF; —> CFg_CH?_NH—N=C + H)O
/46 -8
H \ // H
formaldeido TFEH formaldeido derivatizado C
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Figura S1. Reacdo de derivatizagdo que ocorre entre a carbonila (C=0) do acetaldeido (A), acroleina

(B) e formaldeido (C) e agente derivatizante a 2,2,2-trifluoroetilhidrazina (TFEH) formando uma
hidrazona (N-N=C).
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Figura S2. Comparagédo entre os espectros de massas dos compostos téxicos padréo (A, B, C,D, Ee

F) e dos compostos detectados nas amostras (G, H, |, J, K e L): [1] formaldeido, [2] acroleina, [3]
furano, [4] acetaldeido, [7] furfural e [9] carbamato de etila.
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Figura S3. Comparacédo entre os espectros de massas dos padrdes internos [5] octanal, [6] furfuriltiol
e [8] nonanoato de metila usados na quantificagcdo dos compostos téxicos analisados na forma de
solucdo de compostos padrdo (A, B e C) e quando adicionados as amostras (D, E e F).
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Figura S4. Partes dos cromatogramas dos picos modulados referentes a separacdo na segunda
dimensdo (°D): (A) da acroleina, hexanoato de metila e 3-metil-1-butanol propanoato e (B) do

acetaldeido, 4-metilpentanoato de etila e limoneno identificados nos vinhos Syrah analisados através
da HS-SPME-GCxGC/TOFMS.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O trabalho desenvolvido é pioneiro no que diz respeito a determinacao
simultanea dos seis compostos téxicos formados durante a vinificacao, avaliacdo do
efeito do estadio de amadurecimento e tempo de maceracdo das uvas nos niveis de
compostos téxicos dos vinhos e caracterizacdo do risco relacionado a exposicao a
esses compostos. A metodologia baseada no uso da HS-SPME-GCxGC/TOFMS
mostrou ser adequada para a deteccdo e quantificacdo simultanea de formaldeido,
acetaldeido, carbamato de etila, furano, furfural e acroleina nas amostras de vinho
Syrah. O uso da GCxGC/TOFMS foi importante para a correta identificacdo e
quantificacdo do acetaldeido e acroleina que co-eluiram na 'D com outros
compostos presentes nos vinhos.

O avanco do grau de maturacdo e prolongamento do tempo de maceracao
das uvas sao pontos criticos relacionados a formacdo de compostos toxicos. Essas
etapas podem estar relacionadas ao aumento da concentracdo de compostos no
mosto/vinho que podem atuar como precursores da formacéo dos toxicos. A cinética
de formacdo desses compostos durante a vinificacdo serd estudada em trabalhos
posteriores.

Os dados gerados neste estudo poderdo ser utilizados para o futuro
estabelecimento de normas regulamentadoras relacionadas aos limites maximos
permitidos para estes compostos, estabelecimento de métodos de rotina em 6rgaos
de regulamentacdo e fiscalizacdo para a determina¢édo de algum composto avaliado
nesta pesquisa, bem como, para subsidiar outros estudos de exposicdo humana aos
compostos toxicos. Especial atencdo deve ser dada a formagdo de compostos com

probabilidade de causar danos a saude do consumidor, especialmente acroleina,
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carbamato de etila e furano, cujo célculo da margem de exposi¢do indicou que a
exposicao a estes compostos representa risco.
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complete na 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third party
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Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your
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You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
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reuse.

» An open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by their
research funder or institution.

Subscription

 Articles are made available to subscribers as well as developing countries and
patient groups through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same
peer review criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following
Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other
revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a
translation), include in a collective work (such as an anthology), text or data mine the
article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not
represent the author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify
the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to
include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the
author(s) and provided they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 2600, excluding taxes. Learn
more about Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.
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Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a
number of green open access options available. We recommend authors see our
green open access page for further information. Authors can also self-archive their
manuscripts immediately and enable public access from their institution's repository
after an embargo period. This is the version that has been accepted for publication
and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For
subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
value to subscribing customers before an article becomes freely available to the
public. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally
published online in its final and fully citable form.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Publishing Campus

The Elsevier Publishing Campus (www.publishingcampus.com) is an online platform
offering free lectures, interactive training and professional advice to support you in
publishing your research. The College of Skills training offers modules on how to
prepare, write and structure your article and explains how editors will look at your
paper when it is submitted for publication. Use these resources, and more, to ensure
that your submission will be the best that you can make it.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available
from Elsevier's WebShop.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering
your article details and uploading your files. The system converts your article files to
a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX)
are required to typeset your article for final publication. All correspondence, including
notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.
Authors must provide and use an email address unique to themselves and not
shared with another author registered in EES, or a department.

Authors are required to submit with their articles, the names, complete affiliations
(spelled out), country and contact details (including current and valid (preferably
business) e-mail address) of three potential reviewers. Email addresses and reviewer
names will be checked for validity. Your potential reviewers should not be from
your institute, and at least two should be from diferente countries. Authors
should not suggest reviewers with whom they have collaborated within the past two
years. Your submission will be rejected if these are not supplied. Names provided
may be used for other submissions on the same topic. Reviewers must have specific
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expertise on the subject of your article and/or the techniques employed in your study.
Briefly state the appropriate expertise of each reviewer.

A peer review system involving two or three reviewers is used to ensure high quality
of manuscripts accepted for publication. The Managing Editor and Editors have the
right to decline formal review of a manuscript when it is deemed that the manuscript
is

1) on a topic outside the scope of the Journal;

2) lacking technical merit;

3) focused on foods or processes that are of narrow regional scope and significance;
4) fragmentary and providing marginally incremental results; or

5) is poorly written.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

General: Manuscripts must be typewritten, double-spaced with wide margins. Each
page must be numbered, and lines must be consecutively numbered from the start to
the end of the manuscript. Good quality printouts with a font size of 12 or 10 pt are
required. The corresponding author should be identified (include a Fax number and
E-mail address). Full postal and email addresses must be given for all co-authors.
Authors should consult a recent issue of the journal for style if possible. The Editors
reserve the right to adjust style to certain standards of uniformity. Authors should
retain a copy of their manuscript since we cannot accept responsibility for damage or
loss of papers.

Article structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Main text, Acknowledgements, Appendix, References, Vitae, Figure
Captions. Do not import the Figures or Tables into your text, figures and tables
should be submitted as separate files. The corresponding author should be identified
with an asterisk and footnote. All other footnotes (except for table footnotes) should
be identified with superscript Arabic numbers. The title of the paper should
unambiguously reflect its contents. Where the title exceeds 70 characters a
suggestion for an abbreviated running title should be given.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below
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the names. Indicate all affiliations with a lowercase superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal
address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail
address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

The abstract should not exceed 150 words.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a
separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the
file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces,
per bullet point). You can view example Highlights on our information site.

Chemical compounds

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the
article. The list of compounds will be used to extract relevant information from the
NCBI PubChem Compound database and display it next to the online version of the
article on ScienceDirect. You can include up to 10 names of chemical compounds in
the article. For each compound, please provide the PubChem CID of the most
relevant record as in the following example: Glutamic acid (PubChem CID:611).
Please position the list of compounds immediately below the 'Keywords' section. It is
strongly recommended to follow the exact text formatting as in the example below:
Chemical compounds studied in this article

Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164);
Benzalkonium chloride (PubChem CID: 15865)

More information.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:
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Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xXxxX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz];
and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system
of units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.
Temperatures should be given in degrees Celsius. The unit 'billion’ is ambiguous and
should not be used.

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

« Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

 Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
» Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to
a minimum of 500 dpi.
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Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

 Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please insert the following text before the standard text - Photographs, charts and
diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and should be numbered
consecutively in the order to which they are referred. They should accompany the
manuscript, but should not be included within the text. All illustrations should be
clearly marked with the figure number and the author's name. All figures are to have
a caption. Captions should be supplied on a separate sheet.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in
color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article. Please indicate your preference for color: in print or online only. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either ‘Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.
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As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference
to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list.

Example: CTAHR (College of Tropical Agriculture and Human Resources, University
of Hawaii). Tea (Camellia sinensis) a New Crop for Hawaii, 2007. URL
http://www.ctahr.hawaii.edu/oc/freepubs/pdf/tea_04_07.pdf . Accessed 14.02.11.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as
EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, authors only need
to select the appropriate journal template when preparing their article, after which
citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample
references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/food-chemistry

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

All publications cited in the text should be presented in a list of references following
the text of the manuscript. See Types of Paper for reference number limits. In the text
refer to the author's name (without initials) and year of publication (e.g. "Steventon,
Donald and Gladden (1994) studied the effects..." or "...similar to values reported by
others (Anderson, Douglas, Morrison & Weiping, 1990)..."). For 2-6 authors all
authors are to be listed at first citation. At subsequent citations use first author et al..
When there are more than 6 authors, first author et al. should be used throughout the
text. The list of references should be arranged alphabetically by authors' names and
should be as full as possible, listing all authors, the full title of articles and journals,
publisher and year. The manuscript should be carefully checked to ensure that the
spelling of authors' names and dates are exactly the same in the text as in the
reference list.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the
American Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies
of which may be ordered online or APA Order Dept., P.O.B. 2710, Hyattsville, MD
20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of
publication.
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Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a
scientific article.

Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York:
Longman, (Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your
article. In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp.
281-304). New York: E-Publishing Inc.

Reference to a website:

Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK. (2003).
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ Accessed
13.03.03.

Supplementary material can support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Please note that such items are published online exactly as they are submitted; there
is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel file or as a
PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together
with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish
to make any changes to supplementary data during any stage of the process, then
please make sure to provide an updated file, and do not annotate any corrections on
a previous version. Please also make sure to switch off the "Track Changes' option in
any Microsoft Office files as these will appear in the published supplementary file(s).
For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages.

AFTER ACCEPTANCE

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing
system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is
similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing
provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your
corrections, eliminating the potential introduction of errors. If preferred, you can still
choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions for
proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods
to the online version and PDF. We will do everything possible to get your article
published quickly and accurately. Please use this proof only for checking the
typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and figures.
Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered
at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before
replying, as inclusion of any subsequente corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility.
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