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RESUMO

A producdo de espumantes ocorre através de duas fermentacdes. Apos a elaboragdo do vinho
base, ocorre a segunda fermentacdo que pode ser realizada na garrafa em que o espumante
sera comercializado (método Champenoise ou tradicional) ou em tanques, seguido de
posterior engarrafamento em condicGes isobaricas (método Charmat). A ocorréncia de dois
processos fermentativos leva a alteracbes na composicdo quimica dessa bebida, e
consequentemente podem resultar na formacdo de compostos carbonilicos e furfuril &lcool.
Estes compostos podem formar adutos com o DNA, RNA e proteinas devido ao seu perfil
eletrofilico, sendo que a toxicidade, manifesta-se principalmente no figado e trato
aerodigestivo superior composto pela cavidade oral, faringe, laringe e esd6fago. A ocorréncia
desses compostos em espumante foi pela primeira vez estudada nesse trabalho, cujo objetivo
foi verificar a presenca de aceltadeido, acroleina, carbamato de etila (CE), formaldeido,
furfural e furfuril alcool em espumantes atraves da microextracdo em fase sélida no modo
headspace combinada com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
quadrupolar no modo de monitoramento seletivo de ions (HS-SPME-GC/qMS-SIM). Além
disso, o risco da exposicdo a esses compostos através do consumo de espumantes foi avaliado.
Os compostos toxicos foram detectados em todas as amostras avaliadas, sendo que 0s niveis
de acetaldeido foram os mais elevados (5.2 a 50.5 pg/L). A exposicdo a acroleina pode
representar risco para o consumidor e por isso, estratégias focadas na diminuicdo da
ocorréncia desse composto devem ser estudadas. Além disso, este trabalho gerou dados sobre
0s niveis destes compostos em espumantes comercialmente disponiveis, que poderdo servir de

subsidio para a regulamentacdo da ocorréncia desses compostos em bebidas.

Palavras-chave: aceltadeido, acroleina, carbamato de etila, formaldeido, furfural, furfuril

alcool, compostos toxicos, espumante.



ABSTRACT

Sparkling wine production occurs through two fermentative processes. After the base wine
elaboration, the second fermentation takes place, which may be performed in the bottle used
to commercialization of this beverage (Champenoise or traditional method) or in tanks,
followed by bottling in isobaric conditions (Charmat method). The occurrence of two
fermentative processes results in changes in the chemical composition of the sparkling wines
and consequently may result in the formation of carbonyl compounds and furfuryl alcohol.
Such compounds may form adducts with the DNA, RNA and proteins due to their
electrophilic nature and their toxicity manifests mainly in liver and superior aero digestive
tract, composed by oral cavity, pharynx, larynx and esophagus. The occurrence of such
compounds was first studied in this work, which goal was to quantify acetaldehyde, acrolein,
ethyl carbamate (EC), formaldehyde, furfural and furfuryl alcohol in sparkling wines through
headspace solid phase microextraction associated with gas chromatography with quadrupole
mass spectrometric detection in selected-ion monitoring mode (HS-SPME-GC/gMS-SIM).
Furthermore, the risk of exposure to these compounds through consume of sparkling wine
was evaluated. The toxic compounds were detected in all evaluated samples, and the
acetaldehyde was found in the highest levels (5.2 a 50.5 pg/L). The exposition to acrolein
represents a risk to consumer’s health and strategies focused on reducing the occurrence of
this compound should be studied. In addition, this work generated data on the levels of these
compounds in commercially available sparkling wines, which may serve as a subsidy for the

regulation of these compounds in sparkling wines.

Key words: acetaldehyde, acrolein, ethyl carbamate, formaldehyde, furfural, furfuryl alcohol,

toxic compounds, sparkling wine.
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1 INTRODUCAO

Os compostos carbonilicos ocorrem em alimentos devido a contaminagdo ambiental
e/ou podem ser formados durante a fermentagdo (JACKSON, 2008). A quantificacdo destes
compostos ainda é considerada limitada na literatura cientifica, assim como ndo existe, na
legislagdo brasileira vigente, limites para a presenca desses compostos toxicos em vinhos,
incluindo espumantes.

Compostos carbonilicos e o furfuril dlcool podem formar adutos com o DNA, RNA e
proteinas devido ao seu perfil eletrofilico. A genotoxicidade desses compostos, incluindo
aceltadeido, acroleina, carbamato de etila (CE), formaldeido, furfural e furfuril alcool,
manifesta-se principalmente no figado e trato aerodigestivo superior, composto pela cavidade
oral, faringe, laringe e esdfago (SZENDE; TYIHAK, 2010; ZERIN ef al., 2015). Além disso,
esses compostos podem contribuir para o desencadeamento da diabetes (FEROE;
ATTANASIO; SCINICARIELLO, 2016), danos na mucosa gastrica (ARKEMAN, 2008),
aterosclerose (ROM et al., 2016), entre outras complicagdes (ARTS et al., 2004).

A fim de relacionar a exposicdo a estes compostos com os efeitos adversos que podem
causar a saude, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, do inglés:
International Agency of Research on Cancer) classifica o acetaldeido e o formaldeido, a partir
da ingestdo de bebidas alcoolicas, como carcinogénicos para humanos, o CE como provavel
carcinogénico e o furfuril alcool como possivel carcinogénico, enquanto que o furfural e a
acroleina pertencem ao Grupo 3, do qual a IARC ainda ndo possui evidéncias suficientes que
comprovem os efeitos carcinogénicos destes compostos (IARC, 2017).

A producdo de espumantes ocorre através de duas fermentacGes. A primeira
fermentacdo do mosto ocorre em tanques abertos, normalmente de aco inoxidavel, o que
origina o vinho base. A segunda fermentacdo pode ser realizada na garrafa em que o
espumante sera comercializado (método Champenoise ou tradicional) ou em grandes tanques
seguido de posterior engarrafamento em condi¢bes isobaricas (método Charmat)
(RIBEREAU-GAYON, et al. 2006). Os dois processos fermentativos levam a alteracdes
expressivas na composicdo quimica dessa bebida, e consequentemente podem resultar na
formacdo de compostos carbonilicos e furfuril alcool.

O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de seis compostos tdxicos
(acetaldeido, acroleina, CE, formaldeido, furfural e furfuril alcool) em espumantes e avaliar o

risco da exposicdo a esses compostos através do consumo dessa bebida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a ocorréncia de compostos carbonilicos e furfuril alcool em espumantes e

avaliar o risco da exposicao a esses compostos através do consumo de espumantes.

2.2 Objetivos especificos

Determinar simultaneamente seis compostos toxicos (acetaldeido, acroleina,
carbamato de etila, formaldeido, furfural e furfuril alcool) em espumantes através do
uso da microextracdo em fase sdlida no modo headspace combinada com
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas quadrupolar no modo de
monitoramento seletivo de ions (HS-SPME-GC/gMS-SIM);

Estabelecer a estimativa de exposicdo a estes compostos toxicos atraveés do consumo
de espumante;

Caracterizar o risco relacionado a exposicdo aos compostos toxicos detectados nos
espumantes através da comparacdo com o parametro de ingestdo segura ou célculo da
margem de exposi¢do (MOE);
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Definicéo e dados da producéo de espumante

O espumante é definido pela legislacdo brasileira como o vinho cujo anidrido
carbdnico (CO2) provém exclusivamente de uma segunda fermentacdo alcoolica do vinho em
garrafas (método Champenoise/tradicional) ou em grandes recipientes (método Charmat),
com uma pressdo minima de 4 atmosferas (atm) a 20 °C e com teor alcéolico de 10 a 13% em
volume (BRASIL, 2004).

Atualmente, a produgdo de espumante apresenta um rapido crescimento no comeércio
mundial de vinhos (MARTINEZ-GARCIA et al., 2017). De acordo com o ultimo relatério
publicado pela Organizagao Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 2014), o mercado de
espumantes tem se desenvolvido gracas a expansdo da demanda mundial e a produgdo
aumentou 40% na tultima década, enquanto que a producdo mundial de vinhos tranquilos
cresceu somente 7%.

Os paises da Unido Europeia continuam lideres deste segmento de mercado, contudo ¢
evidente que a produgdo e consumo de espumantes no resto do mundo também esteja
aumentando. De 2002 a 2013 a produgdo tem se diversificado: enquanto que em 2002, 74%
dos espumantes eram fabricados por apenas quatro paises europeus (Francga, Italia, Alemanha
e Espanha), no ano de 2013 estes paises contribuiram com cerca de 63% (OIV, 2014). O
Brasil ¢ o quinto maior produtor de vinhos do hemisfério Sul e vem se destacando
gradativamente na producao de vinhos de alta qualidade (JEZIORNY & ORTEGA, 2012). Na
ultima década, a producdo no Brasil triplicou, resultando em um aumento de 248% (OIV,
2014).

Conforme comparativo disponibilizado pelo Instituto Brasileiro do Vinho (Ibravin)
(Figura 1), que compreende os anos de 2006 a 2016, a comercializagdo no mercado interno
brasileiro de espumantes produzidos por empresas gauchas, aumentou de 6,3 para 12,4
milhdes de litros, o que significa um crescimento de 97% e mostra que o produto possui
grande potencial de vendas (IBRAVIN, 2017). Uma redugdo da quantidade comercializada no
ano de 2016 foi observada em relagdo ao ano anterior (de 17 para 12,4 milhdes de litros)

como reflexo da crise econdmica brasileira.
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Figura 1 - Comparativo da comercializagdo de vinhos espumantes entre 2006-2016.
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Fonte: Ibravin, 2017

Segundo De Mello (2017), no ano de 2016 o Brasil apresentava 77.786 hectares de
videiras, distribuidos em regifes incluindo a Serra Gaucha, Campanha Gaulcha e Planalto
Catarinense.

O Rio Grande do Sul liderou a cadeia produtiva de vinhos e seus derivados, ao deter
64,3% da producéo, além de compreender cerca de 700 vinicolas, gerando grande quantidade
de empregos, sejam eles diretos ou indiretos. A Serra Galcha é a maior produtora de
espumantes do Brasil (IBRAVIN, 2017) com exportacdo para mais de vinte paises, como
Estados Unidos, Alemanha e Inglaterra, entre outros. Esta abrangéncia deve-se
principalmente ao reconhecimento mundial de que a regido é um terroir promissor para
cultivo de uva para producdo de espumantes (DE MELLO, 2011). A Campanha Gaucha,
localizada proxima ao Uruguai, vem ganhando destaque na producdo de vinhos. Esta regido
quando comparada a Serra Gaulcha, apresenta temperaturas médias mais elevadas, reduzido
indice pluviométrico e maior incidéncia solar (GIOVANNINI e MANFROI, 2009).

O Planalto Catarinense destaca-se pela altitude e o solo basaltico que podem conferir
complexidade aos vinhos, além das temperaturas baixas (principalmente a noite) que tornam a
maturacdo das uvas mais lenta. A atividade vitivinicola no Vale do Sao Francisco distingue-se
das demais regides em funcdo do manejo das videiras e clima seco e quente durante 0 ano
todo, produzindo uvas com alto teor de acgUcar que resultam em vinhos bastante frutados. No
estado do Parana, a cidade de Toledo detém a producédo de cultivares tintas pouco exploradas
nas demais regides do pais (como ‘Tempranillo’, ‘Sangiovese’ e ‘Negro Amaro’), as quais
vem mostrando 6tima adaptagdo as condicOes deste terroir. Em relacdo ao Leste de Séo Paulo,
0 sistema de producdo ainda é bastante tradicional e familiar, e produz tanto uvas de mesa

como para producdo de vinhos. A viticultura no Sul de Minas Gerais distingue-se na producao
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de vinhos de mesa (cultivares ‘Bord6’ e Niagara’), contudo apesar da falta de incentivos
locais para o cultivo da uva, o enoturismo vem ganhando destaque (WINES OF BRASIL;
IBRAVIN, 2017).

3.2 Cultivares de uva utilizadas na producéo de espumantes

Os espumantes podem ser varietais, obtidos de uma Unica cultivar de uva ou
assemblage, no qual se faz um corte com duas ou mais variedades de uva (RIBEREAU-
GAYON et al., 2003). As cultivares utilizadas na producio de espumantes brancos podem ser
brancas ou tintas. Quando se utilizam uvas tintas, as mesmas devem ser vinificadas como
vinho branco, conhecido como blanc de noir. Em geral, as cultivares sdo adaptadas em
determinadas regibes, de acordo com o tipo de solo e as condi¢Bes climaticas, conforme
mostrado na Tabela 1 (BUXADERAS; LOPEZ-TAMAMES, 2012).

Tabela 1 - Variedades de uva comumente usadas para a producao de espumante.

Regides frias Regibes temperadas Regibes quentes
Pinot noir (tinta) Chenin blanc (branca) Parellada (branca)
Chardonnay (branca) Chardonnay (branca) Chardonnay (branca)

Pinot meunier (tinta) Gamay (tinta) Xarel ° lo (branca)
Gamay (tinta) Pinot noir (tinta) Macabeo (branca)
Pinot blanc (branca) Pinot meunier (tinta) Pinot noir (tinta)
Riesling (branca) Chenin blanc (branca)

Pinot meunier (tinta)

Semillon (branca)

Fonte: Buxaderas; Lopez-Tamames, 2012

O Brasil produz espumantes principalmente a partir de duas cultivares de uvas:
Chardonnay que confere fineza e suavidade e Pinot Noir que é uma cultivar de uva tinta e é
utilizada quando vinificada em branco para conferir maior estrutura e tipicidade a bebida.
Além disso, podem ser utilizadas outras cultivares como Riesling, Sauvignon Blanc,

Gewdrztraminer, Merlot, Cabernet Sauvignon e Prosecco (RIZZON et al., 2000).
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3.3 Métodos de elaboracao de espumantes

A producdo de espumante compreende dois estagios, o primeiro é a elaboracdo do
vinho base e o segundo caracteriza-se pela tomada de espuma (RIBEREAU-GAYON, et al.
2006). A primeira fermentacdo do mosto ocorre em tanques abertos, normalmente de aco
inoxidavel, o que origina o vinho base. A segunda fermentacdo pode ser realizada na garrafa
em que o espumante serd comercializado (método Champenoise ou tradicional) ou em
grandes tanques seguido de posterior engarrafamento em condigdes isobaricas (método
Charmat).

3.3.1 Método Champenoise ou tradicional

As etapas envolvidas na elaboracdo de espumante pelo método tradicional sdo
apresentadas no fluxograma da Figura 2. Esse método caracteriza-se pela realizacdo da
segunda fermentacdo em garrafas, apOs adicdo do liqueur de tirage. De acordo com
Buxaderas & LApez-Tamames (2012), o licor € composto por cerca de 1-2 milhdes de células
de leveduras, 30 g de sacarose e 0,1-0,2 g de bentonite ou fosfato de aménio por litro. E de
suma importancia corrigir o conteido de agucar para obter o teor alcdolico adequado, assim
como o ajuste da pressao de dioxido de carbono, em torno de 5-6 atm, a 20°C. A quantidade
de acUcar deve ser corretamente calculada para evitar que as garrafas quebrem ou perca-se
muita espuma no momento de abertura, devido ao excesso de pressdo formada. Para o célculo
da quantidadade de aglUcar necessario, considera-se que 1 atm de pressdo forma-se devido a
fermentacdo de 4 g de sacarose. Portanto, para seis atmosferas (visto que ocorrem perdas ao
longo do processo), sdo necessarios 24 g/L de sacarose, 0 que produz um aumento de 1,4%
(v/v) do teor alcéolico do vinho (RIZZON et al., 2000). A bentonite e o fosfato de aménio sdo
utilizados para auxiliar a precipitacdo das células de leveduras ao final do processo

fermentativo (Flanzy et al., 1999).



Figura 2 - Fluxograma da elaboracdo de espumantes através do método tradicional.
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Fonte: Adaptado de Buxaderas; LOpez-Tamames, 2012
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Apos a adigdo do liqueur de tirage, as garrafas sdo hermeticamente fechadas com uma
tampa de metal, e, ent&o dispostas horizontalmente em fileiras alternadas em relagéo ao bico e
o fundo. O ambiente deve possuir condigdes naturais de temperatura que variam de 10-12°C.
A garrafa deve ser de vidro devido a sua resisténcia a pressao do CO2 que sera produzido
durante a segunda fermentacio (BUXADERAS; LOPEZ-TAMAMES, 2012).

A maturacdo do espumante (sur lies) ocorre apds o término da segunda fermentacéo.
Neste periodo o produto se mantém em contato com o0s sedimentos de leveduras, também
conhecidas como borras, os quais foram produzidos durante a segunda fermentacéo alcéolica.
As células das leveduras, ap6s sofrerem autolise, liberam gradativamente ao espumante
compostos formadores de aromas e sabores caracteristicos, dependendo do tempo de contato
entre o vinho e as borras. O tempo de amadurecimento é de 9 meses, podendo chegar a até
dois ou trés anos, dependendo das caracteristicas que se quer adquirir no produto final
(R1ZZON et al., 2000).

A eliminacgdo das borras € a etapa seguinte a maturacdo. Um deposito produzido por
células de leveduras e outros compostos forma-se no interior das garrafas. Tal precipitado
deve ser, aos poucos, direcionado ao bocal da garrafa para ser retirado posteriormente. Este
processo é realizado em suportes de madeira, chamados pupitres, nos quais as garrafas séo
colocadas em um angulo de 45°, com o gargalo para baixo para facilitar a descida do depdsito
até o bico. A remuage ¢ a etapa seguinte, que consiste em girar as garrafas um quarto de
volta em intervalos de tempo regulares por cerca de 30 dias, com o intuito de depositar junto
ao gargalo da garrafa as borras que o processo gerou (RIZZON et al., 2000; WINEPROS,
2017).

Quando a remuage cessa, ocorre a etapa chama dégorgement que consiste na liberacéo
das borras do interior da garrafa. O bico da garrafa é colocado em contato com uma solucéo
de salmoura ou hidroalcoolica a -20°C por alguns minutos a fim de formar um aglomerado de
gelo com leveduras e sedimentos. As tampas sdo removidas e devido a pressdao formada
dentro da garrafa, o depdsito de sedimentos é expulso (WINEPROS, 2017).

Adiciona-se o licor de expedicdo ao vinho, em uma etapa chamada dosagem. Este
licor é produzido com vinho e agicar. A quantidade de agUcar vai determinar se o espumante
sera brut nature (sem adicdo do licor), extra brut, brut, extra-seco, seco, semi-seco ou doce de
acordo com a legislacdo brasileira que sera abordada no item 3.4. Esta operacdo favorece o
desenvolvimento dos aromas e caracteristicas sensoriais do espumante, além de proporcionar
harmonia e suavidade (RIZZON et al., 2000; WINEPROS, 2017).
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Ao final, as garrafas séo tampadas com a rolha tradicional de espumantes, e presas por
uma gaiola metélica. Apds arrolhamento, as garrafas permanecem na posicao vertical por um
dia para que a rolha se ajuste ao bico da garrafa. Posteriormente, a garrafa é colocada na
posicdo horizontal a fim de promover contato do liquido com a rolha e evitar contaminacao
fungica. Depois do envase o produto é rotulado conforme o tipo de espumante e enviado ao
mercado (RIZZON et al., 2000).

3.3.2 Método Charmat

Esse tipo de espumante é produzido seguindo as etapas mostradas no fluxograma da
Figura 3, sendo que a segunda fermentacdo ocorre em tanques de ago inoxidavel, também
denominados autoclaves ou tanques de pressdo. Estes tanques podem suportar até 13 atm a
20°C. O metodo Charmat foi desenvolvido com objetivo de simplificar e agilizar o processo
de separacédo das borras, quando comparado com o método tradicional. Em geral, ¢ utilizado
para variedades de uvas mais aromaticas. O liqueur de tirage, que é semelhante ao utilizado
no metodo tradicional, € adcionado ao vinho base contido nos tanques que possuem
agitadores e sistemas de controle de temperatura, 0s quais aceleram o processo de suspensao e
autolise das leveduras além de agilizar a etapa da fermentacdo alcoolica (BUXADERAS;
LOPEZ-TAMAMES, 2012).

Quando a pressdo do tanque atingir 4 atm, devido a producdo do dioxido de carbono
em funcdo da acdo das leveduras, a temperatura do tanque é reduzida para 8°C com intuito de
cessar 0 processo fermentativo, quando restam em torno de 10% de acUcares residuais. Esta
reducdo na temperatura promove a decantacéo das leveduras que ficam depositadas no fundo
do tanque. Na etapa seguinte, o espumante é transferido sob pressdo para outro tanque para
ser estabilizado a frio. Durante o processo de transferéncia, ocorre uma filtracdo em condicdes
isobaricas (para ndo haver perda de pressdo) para retirar quaisquer residuos de borras,
reduzindo a turbidez do produto (FLANZY, 2002). Cabe salientar que no método Charmat,
assim como no método tradicional, o licor de expedicdo também é utilizado com a finalidade
de obter espumantes com teores de acUcar distintos. Esta solu¢do pode ser adicionada tanto no
primeiro como segundo tanque. O engarrafamento deve ser realizado em envasodoras
isobaricas apropriadas para que a pressdao formada no interior dos tanques ndo seja perdida
(CALIARI et al., 2013).

O método Charmat pode ser curto ou longo. O curto dura em torno de 1-3 meses e 0

espumante resultante possui aroma frutado, fresco e jovem. No longo, o contato do vinho com
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leveduras é aumentado por até 6 meses, resultando em um espumante com carateristicas de

aroma mais similares dos obtidos pelo método tradicional. (BUXADERAS; LOPEZ-

TAMAMES, 2012).

Figura 3 - Fluxograma da elaboracdo de espumantes utilizando o método Charmat.
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3.4 Legislacdo brasileira — Padrdes de Identidade e Qualidade do Vinho

A Portaria n° 229, de 25 de outubro de 1988, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento aprovou as Normas referentes a Complementacdo dos Padrdes de Identidade e
Qualidade do Vinho, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - PadrGes de identidade e qualidade dos espumantes segundo a Portaria
Portaria n® 229, de 25 de outubro de 1988 do Ministério da Agricultura,
Pecuéaria e Abastecimento (Brasil, 1988).

Padrdes Minimo Maximo

Acidez total (meq/L) 55,0 130,0
Acidez volatil (meqg/L) - 20,0
Extrato seco (g/L) 14,0 -
Relacéao alcool em peso/extrato seco reduzido - 6,7
Cinzas (g/L) 1,0 -
Dioxido de carbono (atm a 20°C) 4,0 -
Dioxido de enxofre total (mg/L) - 350,0
Sulfatos totais (g/L em sulfato de potassio) - 1,0
Cloretos totais (g/L em cloreto de sodio) - 0,2
Alcool metilico (mg/L) - 350,0
Acido sérbico (mg/L) - 200,0

Fonte: Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, 1988

O teor alcoodlico dos espumantes deve ser de 10 a 13% segundo definido pela Lei n°
10.970, de 12 de novembro de 2004 e a classificacdo dos espumantes quanto ao teor de

acucares totais € dada pelo Decreto n° 8.198, de 20 de fevereiro de 2014 conforme Tabela 3.
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Tabela 3 - Classificagdo dos espumantes produzidos no Brasil de
acordo com o teor de agucares definido pelo Decreto n° 8.198,
de 20 de fevereiro de 2014 (Brasil, 2014).

Teor de acucares

Classificagao _ _
(gramas de glicose por litro)

Nature Ate 3
Extra-brut 3,1-8
Brut 8,1-15
Sec ou seco 15,1 -20
Demi-sec 20,1 - 60
Doce Acima de 60,1

Fonte: Brasil, 2014

3.5 Composicao e efeitos a saude relacionados ao consumo do espumante

O espumante é composto por: etanol, gas carbonico, agucares, glicerol, acido tartarico,
acido latico, proteinas, polissacarideos, polifenois, aminoacidos, compostos volateis, lipideos,
minerais, entre outros. As quantidades destes componentes podem variar de acordo com o
método de fabricacdo e/ou condicbes de processamento/armazenamento (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006).

As segunda fermentacdo e o periodo de maturacdo, em que 0 espumante permanece
em contato com as borras por meses (ou até anos, no caso do método tradicional) sob
condicBes anaeroObicas, sdo decisivas para a qualidade da bebida produzida. Na etapa de
maturacdo, por exemplo, ocorre a autdlise das leveduras, na qual enzimas hidroliticas atuam
na membrama citoplasmatica destes microrganismos liberando compostos como peptideos,
acidos graxos, nucleotideos, aminoacidos, glucanos e manoproteinas (ALEXANDRE &
GUILLOUX-BENATIER, 2006).

O efeito da segunda fermentacdo e maturacdo nos compostos relacionados ao aroma
dos espumantes foi estudado por Pozo-Bayon et al. (2003). Os autores mostraram que a
segunda fermentacdo e a maturacdo afetam a concentracdo dos compostos volateis
relacionados ao aroma de espumantes brancos e rosés, com destaque para 0 aumento dos
niveis de C13-norisoprenoides devido a agdo das enzimas liberadas durante autdlise das

leveduras. Estas enzimas atuam sobre os carotenoides hidrolisando esses compostos com
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formacdo de f-damascenona, B-ionona, vitispirano e TDN, sendo que a formagdo deste ultimo
aumenta durante o envelhecimento de Cavas (RIU-AUMATELL et al., 2006). O aumento da
concentragdo dessa classe de compostos estd relacionado a percepgdo sensorial de notas
descritas como doce, frutada e/ou floral (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Além da autdlise das leveduras, outros aspectos relacionados a produgdo do
espumante também podem ter um grande efeito no perfil volatil. De fato, a capacidade da
levedura em adsorver compostos volateis pode diminuir a intensidade do aroma de
espumantes (CARIDI, 2006). A utilizagdo de agentes clarificantes para auxiliar a floculagdo e
eliminacdo das borras, ao final da etapa de envelhecimento, também pode resultar na reducao
da percepgdo do aroma dos espumantes (POZO-BAYON et al., 2003).

Viérias pesquisas tém sido focadas nos beneficios relacionados ao consumo moderado
de vinhos (ARTERO et al., 2015; ABU-AMERO; KONDKAR; CHALAM, 2016;
BONNEFONT-ROUSSELOT, 2016). Este interesse surgiu na década de 1990, quando o
consumo de vinho foi associado a baixa taxa de mortalidade cardiovascular na Franca em
comparagdo as pessoas que viviam em outros paises que apresentavam consumo semelhante
de gorduras saturadas, o que foi chamado de "paradoxo francés" (ARTERO et al., 2015). O
efeito benéfico relacionado ao consumo do vinho tem sido relacionado principalmente ao
resveratrol, que € um composto fenolico com atividade biologica associada a uma diminuigao
na incidéncia de doengas cardiovasculares (SAIKO et al., 2008; JAMROZ et al., 2001).

A expressao “vinho e saude”, comumente utilizada por pesquisadores tem ganhado
destaque devido aos resultados positivos e promissores obtidos nos estudos, principalmente os
relacionados ao combate do estresse oxidativo das cé€lulas, a partir do consumo moderado de
vinho. Dentre os beneficios € possivel citar: (i) estimulagdo da angiogénese (processo de
desenvolvimento de novos vasos sanguineos em um novo tecido vivo, a partir dos ja
existentes, para garantir que haja fluxo sanguineo, vital para o crescimento € manutencio de
um tecido recém formado, além disso, a angiogénse ¢ necessaria para reparar feridas), (ii)
efeito vasodilatador, (iii) auxilio na redu¢ao da hipertensao arterial, (iv) redug¢ao na incidéncia
de arritmias, (v) estimulo na producdo de lipoproteina de alta densidade (HDL do
inglés: high density lipoprotein) popularmente conhecida como “colesterol bom” e (vi)
reducdo dos efeitos da lipoproteina de baixa densidade (LDL, do inglés: low density
lipoprotein), popularmente chamada de “colesterol ruim” e redu¢do da peroxidagdo lipidica
(ARTERO et al., 2015; BONNEFONT-ROUSSELOT, 2016). Além disso, compostos

fendlicos presentes nos vinhos tem mostrado agdo anticoagulante, antienvelhecimento e
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neuroprotetor, além de auxiliar na ativacdo metabodlica, diminuindo os riscos de diabetes e
obesidade (DAS et al., 2010; LIBERALE et al., 2017).

Em relagdo ao espumante, poucos estudos t€m relacionado seu consumo a beneficios a
saide (AUGER et al., 2005; SATUE-GRACIA et al., 1999; VAUZOUR et al., 2007
VAZQUEZ-AGELL et al., 2007). Satué-Gracia et al. (1999) analisaram Cavas (espumante
com Denominagdo de Origem produzido na regido da Catalunha, Espanha) e espumantes
produzidos Brasil e concluiram que os mesmos foram eficientes na inibicao da peroxidacdo
lipidica in vitro.

Auger et al. (2005) avaliaram o efeito do consumo de espumante por hamsters machos
da raga Syrian Golden submetidos a uma dieta aterogénica por 12 semanas. Essa dieta
contribuiu para o desenvolvimento e aceleracao da aterosclerose, processo caracterizado pela
formacao de placas de ateromas (gordura) sobre a parede das artérias. Os autores verificaram
que o consumo de 7,14 mL por kg de peso corporeo por dia resultou em um efeito protetor
contra a aterosclerose, pois o consumo de espumantes aumentou a capacidade antioxidante
plasmatica, além do aumento da concentracdo de vitamina A e vitamina E no plasma
sanguineo, o que pode ser positivo para a saude.

A atividade ateroprotetora de espumantes tambem foi verificada por Vazquez-Agell et
al. (2007). A concentracdo serica dos biomarcadores inflamatorios circulantes da
aterosclerose (E-selectina, P-selectina) diminuiu ap6s o consumo de espumantes
provavelmente devido ao seu teor de polifendis. Vauzour et al. (2007) verificaram a atividade
neuroprotetiva in vitro do extrato acetilico de espumante. A protecéo contra lesdes oxidativas
induzidas por peroxinitrito (espécie reativa de oxigénio) em células neurais podem ter
ocorrido devido ao tirosol, &cido cafeico e acido galico, que foram os fendlicos majoritarios
dos espumantes avaliados.

Estes efeitos benéficos podem ocorrer quando o consumo dos vinhos/espumantes
ocorre moderadamente, ndo ultrapassando a exposicao diaria a 30 g de etanol, o que, no caso
do espumante equiavale a cerca de 300 mL (IARD, 2017; VAZQUEZ-AGELL et al. 2007;
WIM, 2017). O etanol, quando consumido em excesso pode ocasionar irritabilidade,
sonoléncia, tontura, nduseuas, vomitos, perda de consciéncia e, em casos extremos coma e até
morte (GIGLIOTTI & BESSA, 2004). O consumo de doses elevadas pode causar disfuncdes
no sistema cognitivo, reduzindo o desempenho do usuario na realizacdo de atividades que
envolvam memdria de trabalho e/ou de longa duracdo, além de potencializar a incidéncia de
Ulcera péptica, cirrose, cancer, dentre outras doencas (CAHILL & REDMOND, 2012;
KOELEGA, 1995; SETH et al., 2011; SINFORIANIET et al., 2011).
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Entretanto, o consumo de derivados de uvas, incluindo o espumante pode expor o
consumidor a compostos tdxicos como micotoxinas, em especial a ocratoxina A, pesticidas e
aminas biogénicas. Ocratoxina A é um metabdlito secundario produzido por fungos
filamentosos dos géneros Aspergillus e Pennicilium quando submetidos a condigdes de
estresse. O efeito toxico da ocratoxina A esta relacionado especialmente a nefrotoxicidade
(GENTILE et al., 2016; RODRIGUEZ-CABO et al., 2016).

O uso de pesticidas contra a acdo de insetos, fungos e outros agentes indesejaveis, a
fim de manter o vigor e integridade das videiras, assim como incrementar a produtividade é
feito pelos produtores adeptos ao cultivo convencional (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).
Contudo, o desrespeito ao periodo de caréncia e/ou aplicacdo exagerada desses compostos
pode colocar em risco a saude dos consumidores. A exposi¢do a estes compostos pode causar
danos ao sistema nervoso central, aumento da incidéncia de risco de cancer (mama, prostata,
pancreas, estomago, pulméo e pele) e mal de Parkinson (MOSTAFALOU; ABDOLLAHI,
2013; TAWATSIN; THAVARA; SIRIYASATIEN, 2015).

As aminas biogénicas fazem parte do grupo de compostos nitrogenados e resultam do
processo de descarboxilacdo de aminoacidos ou transaminacdo de aldeidos causados pela
acdo das leveduras e bactérias lacticas ao longo da fermentacdo do mosto (MANETTA et al.,
2016). Quando a exposicdo a esses compostos ocorre em quantidade acima daquela que cada
individuo consegue metabolizar, pode-se verificar enxaqueca, taquicardia, reacfes alérgicas,
hipertensdo, entre outros sintomas. Individuos que possuem atividade insuficiente das
enzimas aminooxidases tendem a ser mais vulnerdveis as implicacbes toxicas provocadas
pelas aminas biogénicas (LINARES et al., 2016).

Juntamente as substancias citadas acima, deve-se considerar a possivel presenca de
compostos carbonilicos e furfuril alcool que podem ocorrer devido a (i) contaminagdo
ambiental das uvas durante o cultivo e/ou (ii) producdo durante a vinificacdo devido ao
metabolismo natural das leveduras ou por meio de reacBes que utilizam como substrato
alguns compostos resultantes da etapa de fermentacdo (CHUNG et al., 2015; JEONG et al.,
2015; KACHELE et al., 2014; NOBREGA et al., 2015; PERESTRELO et al., 2015).

3.6 Compostos carbonilicos e furfuril alcool

No grupo dos compostos carbonilicos estdo incluidos o acetaldeido, acroleina, CE,

formaldeido e furfural, além do furfuril alcool. Os compostos carbonilicos apresentam o
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grupamento carbonila (C=0), conforme mostrado na Tabela 4, juntamente com 0 peso

molecular e o registro CAS (do inglés: Chemical Abstracts Service).

Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos toxicos que podem ser
encontrados nos espumantes.

Composto CAS? PM (g/mol)® Férmula estrutural
H o
| 4
Acetaldeido 75-07-0 44,05 H—C— C:
4 H
H O
| Il
Acroleina 107-02-8 56,06 ¥ --'E«"‘.:-CKCRH
|
H
O
Carbamato de etila 51-79-6 89,08 J_I\
-0 “NH,
@)
Formaldeido 50-00-0 30,03 I
- H
O
Furfural 98-01-1 96,07 G/f/
OH
Furfuril alcool 98-00-0 98,10 O

\

Fonte: Autoral
Notas:
aCAS — Chemical Abstracts Service, ® peso molecular, ¢ ponto de ebulicio

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, do inglés: International
Agency of Research on Cancer) classifica o acetaldeido e o formaldeido, ingerido
especificamente através de bebidas alcodlicas, como cancerigenos para os seres humanos
(grupo 1), o CE ¢ classificado como provavel causador de efeitos cancerigenos (grupo 2A,
limitadas evidéncias de carcinogenicidade em humanos, mas suficientes em animais), o
furfuril 4cool é considerado como possivel carcinogénico (grupo 2B, limitadas evidéncias de

carcinogenicidade em humanos e insuficientes em animais) para humanos, e a acroleina e o



31

furfural estdo no grupo 3, o que indica que a IARC necessita de estudos mais aprofundados
para classificar estes compostos quanto aos efeitos cancerigenos (IARC, 2017).

Em relacéo a ingestdo segura, o0 Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da
Organizacgdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo e Organizagdo Mundial da
Saude (JECFA, do inglés: Joint FAO/WHO Experts Committee on Food Additives) ndo
estipula limites para estes compostos, com excecdo quando houver exposi¢cdo ao furfural
simultanea a outros compostos que possuem furano em sua estrutura como furfuril alcool,
furfuril acetato, furfuril propionato, furfuril pentanoato, furfuril octanoato, furfuril 3-
metilbutanoato, metil 2-furoato, propil 2-furoato, amil 2-furoato, hexil 2-furoato e octil 2-
furoato. Esse grupo de compostos, quando utilizados na forma de aditivos alimentares,
possuem uma Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de 0,5 mg/kg de peso corporeo por dia
(p.c/dia) (JECFA, 2017).

3.6.1 Acetaldeido

Em bebidas alcdolicas, este aldeido pode ser produzido durante a fermentacéo a partir
do &cido piravico, conforme mecanismo ilustrado na Figura 4. A oxidacdo do etanol e de
compostos fendlicos por leveduras e acetobactérias também pode levar a formacdo do
acetaldeido. As acetobactérias, sdo originarias das uvas e/ou equipamentos vinicolas, e podem
oxidar o etanol a acetaldeido, em condicdes aerdbias, afetando negativamente as propriedades
organolépticas do vinho (ZEA; SERRATOSA,; JULIETA, 2015).

Figura 4 - Mecanismo de formacao do acetaldeido a partir do acido piravico durante a
fermentacdo alcoolica.
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Acido Pirtvico

Fonte: Adaptado de Azevedo et al., 2007

O consumo de etanol resulta na produgdo imediata de pequenas quantidades de

acetaldeido na cavidade oral devido aos microrganismos presentes na saliva (YOKOYAMA



32

et al., 2008; PAIANO et al., 2014). Além disso, no figado, o etanol pode ser oxidado em
acetaldeido através da enzima alcool desidrogenase (ADH).

O acetaldeido presente nas bebidas alcodlicas pode ocasionar sintomas relacionados a
dores de cabeca, queda da pressdo sanguinea e nauseas (LACHENMEIER, KANTERES,
REHM, 2009). Ainda em relacdo a toxicidade, Seitz & Stickel (2010) relataram que a
exposicao ao acetaldeido pode aumentar o risco de incidéncia de cancer no trato aerodigestivo
superior (cavidade oral, faringe, laringe e es6fago), figado, intestino grosso e mama.

A legislagdo brasileira estabelece o limite maximo para aldeidos totais em bebidas
alcoolicas, expressos em acetaldeido por 100 mL de etanol anidro, que contempla as seguintes
bebidas: aguardente de cana (30 mg), conhaque (40 mg), graspa (80 mg), destilado simples de
uva (40 mg) e pisco (200 mg) (BRASIL, 2005, 2010). Contudo, ndo h& legislacdo nacional e

internacional que estabeleca limites maximos para o acetaldeido em espumantes.
3.6.2 Acroleina

A acroleina, também chamada de aldeido acrilico ou 2-propenal, é produzida a partir
do glicerol, conforme ilustrado na Figura 5. O glicerol, que € um dos principais compostos
resultantes da fermentacdo alcdolica pela acdo das leveduras, é transformado a 3-
hidroxipropanal (3-HPA) pela enzima glicerol desidratase; em seguida ocorre a reducéo a 1-3-
propanodiol ou conversdo a acroleina devido ao pH baixo do vinho (em torno de 3,5) (DE
AZEVEDO et al., 2007).

Figura 5 - Via metabolica de formacao da acroleina com o glicerol como precursor.

NADH.H* NAD* OH

OH ;
1,3-propanadiol
Glicerol desidratase NO desidratase I/\
Coenzima B ;
W OOH TH,0 OH Z ' o
Glicerol 3-Hidroxipropanal Propano -1-3 - diol

H*
”’OJY aquecimento

HZC\/QO
Acroleina

Fonte: Azevedo et al., 2007
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A exposicdo a acroleina por via oral pode causar mal-estar abdominal, diarreia e
vomito (DE AZEVEDO et al., 2007; FAROON et al., 2008). Este aldeido, assim como 0s
demais compostos carbonilicos, pode formar adutos com 0 DNA, RNA e proteinas devido ao
seu perfil eletrofilico. Além disso, os efeitos tdxicos da acroleina podem ter relagdo com o
mal de Alzheimer (DANG et al, 2010), diabetes (FEROE; ATTANASIO;
SCINICARIELLO, 2016) e potencializar o risco de incidéncia de doengas cardiovasculares
(DEJARNETT et al., 2014).

No Brasil, apenas a cachaga (bebida obtida a partir da destilacdo do mosto fermentado
de cana-de-agticar com graduacao alcodlica de 38 a 48%) e a aguardente (denominacao dada
para o destilado da cana com teor alcoolico diferente daquele definido para cachaga),
apresentam regulamentagdo para a presenca de acroleina. Para estas bebidas, o MAPA definiu
o limite de 5 mg de acroleina por 100 mL de alcool (BRASIL, 2005). No caso de espumantes,
nao existe legislacdo que contemple os limites maximos para esse composto, tanto no ambito

nacional como internacional.

3.6.3 Carbamato de etila (CE)

O CE, também chamado de uretana, € o éster etilico do &cido carbamico. A formacéo
deste éster ocorre atraves da reacao entre o etanol e ureia ou outros compostos nitrogenados,
tais como residuos de aminoécidos. A via mais comum de formacdo do CE em bebidas
fermentadas ocorre a partir da ureia. A levedura Saccharomyces cerevisiae produz arginase,
enzima capaz de catabolizar a arginina das uvas, resultando na formacdo da ureia (EFSA,
2007).

Cui et al. (2016) verificaram que o CE é genotoxico e carcinogénico. Os autores
observaram que no figado, o CE pode ser oxidado pelas enzimas do citocromo P450,
transformando-se em epoxido de vinil carbamato. Esta forma biotransformada do CE é
altamente reativa e eletrofilica, o que potencializa a possibilidade de formacao de adutos com
DNA e consequente carcinogénese (LAJOVIC et al., 2015).

Segundo pesquisas do JECFA, a populacdo mundial expbe-se diariamente ao CE
através do consumo de produtos como pao, produtos lacteos fermentados e molho de soja em
um nivel de até 15 mg/kg, enquanto que, quando ocorre a ingestdo de bebidas alcdolicas
somadas ao consumo desses outros alimentos, a exposicdo didria é de cerca de 80 mg/kg de
peso corpdreo (p.c) (JECFA, 2016).



34

Assim como para a acroleina, a legislacdo brasileira estabelece limite maximo para CE
apenas em aguardente e cachaca (210 ug/L) (BRASIL, 2014). Os Estados Unidos da América
e a Unido Europeia permitem o valor maximo de 15 pg/L de CE em vinhos. O Canada fixou
limites maximos deste éster para vinhos (30 pg/L), vinhos fortificados (100 pg/L), destilados
de frutas (400 pg/L) e outras bebidas destiladas (150 pg/L) (EFSA, 2007).

3.6.4 Formaldeido

O formaldeido, conhecido também por metanal, formol e aldeido férmico, é
considerado a forma mais simples de um aldeido. Esse composto forma-se a partir da
fotoxidacdo do metano e esta naturalmente presente no ambiente urbano, pois € liberado em
processos de combustdo, escapamentos automotivos e atividades industriais (principalmente
as relacionadas com fabricacdo de resinas). Pode ser facilmente detectado no ar apods
ocorréncia de incéndios florestais e emissdo de gases vulcanicos. Além disso, a fumaca de
cigarro, o consumo de bebidas alcoolicas e o uso de fluidos de embalsamento em laboratérios
de patologia séo considerados fontes de exposic¢ao ao formaldeido (WHO, 2002).

O formaldeido presente nas bebidas alcdolicas, pode ser formado durante a
fermentacao alcdolica através da oxidacdo do metanol, que é formado a partir da hidrolise da
pectina. Os antissépticos que contém aldeidos na formulacdo e sdo usados para sanitizacéo
dos equipamentos viticolas ou como alternativa para inibir o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis durante a fermentacdo, também podem ser via de exposicdo ao
formaldeido (RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

Atribui-se a natureza eletrofilica do formaldeido a manifestacao de sua toxicidade nos
seres humanos. Este composto é considerado genotoxico devido a sua capacidade em formar
adutos com o DNA, RNA e proteinas (SZENDE; TYIHAK, 2010; ZERIN et al., 2015).
Ladeira et al. (2011) comprovaram o poder genotdxico do formaldeido ao utilizar linfocitos
humanos para determinar ligacdes cruzadas com DNA-proteina, aberragdes cromossdmicas,
trocas de cromatides irmas e micronucleos. Estudos relacionaram a exposicédo ao formaldeido
por via oral com a ocorréncia de Ulceras no trato gastrintestinal e a inalacdo que pode causar
alteracdes respiratérias como irritacdo da mucosa bucal, olhos e nariz (NAYA e
NAKANISHI, 2005; NORLIANA et al., 2009).

Arkeman (2008) associou a ingestdo do formaldeido a necrose das camadas

superficiais da mucosa géstrica, alteracdo da espessura da camada da mucosa gastrica e
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ocorréncia de Ulceras em fémeas adultas de camundongos da espécie Sprague-Dawley, as
quais foram expostas ao formaldeido através da agua por um periodo de 12 semanas.

Em 2002, o Programa Nacional de Seguranca Quimica (IPCS, do inglés: International
Programme on Chemical Safety) da Organizacdo Mundial da Salude definiu um limite de
concentracdo toleravel (CT) de 2600 pg/L para alimentos e bebidas alcéolicas. Este limite foi
baseado no nivel de efeito ndo observado (NOEL, do inglés: no observed effect level) de
260.000 pg/L, que foi estabelecido considerando a ocorréncia de danos histopatolégicos em
ratos expostos por via oral ao formaldeido (IPCS, 2002). Entretanto, no Brasil e restante do

mundo ndo ha legislacdo que determine os niveis maximos para o formaldeido em bebidas.

3.6.5 Furfural

E um aldeido heterociclico e aromatico, também denominado por 2-
furanocarboxialdeido, furaldeido, 2-furanaldeido, fural e furfuraldeido. Este composto forma-
se a partir da hidrolise de pentosanas (xilanas, arabinanas e poliuronideos) no decorrer do
tratamento térmico realizado nos barris de carvalho comumente utilizados para maturacdo dos
vinhos, por exemplo. Fatores como a idade do barril e 0 grau de queima da madeira utilizada
na fabricacdo do mesmo, contribuem para as variacbes de concentracdo do furfural
(JACKSON, 2008; RIBEIRO et al., 2012; TAO et al., 2016).

Em relacdo a toxicidade, Arts et al. (2004) realizaram testes de toxicidade subaguda
em ratos e concluiram que o furfural foi responsavel pelo aumento do peso do figado e rins
dos animais. Lake et al. (2001) associaram a exposicdo ao furfural em ratos e camundongos a
necrose e inflamacdo crénica do figado, além da ocorréncia de adenoma e carcinoma

hepatocelulares.

3.6.6 Furfuril alcool

O furfuril alcool é também conhecido por alcool furfurilico, 2-furilmetanol e 2-
furancarbinol. Este alcool ocorre em alimentos processados termicamente como resultado da
reducdo enzimatica ou quimica de furfural. Sua deteccdo ja foi verificada em café, sucos de
frutas, alimentos cozidos, bebidas alcodlicas armazenadas em barricas de madeira, como
vinhos, aguardentes e whiskies. (PEREZ-PRIETO, et al., 2003; SPILLMAN et al., 1998;
MOCHIZUKI e KITABATAKE, 1997). O furfuril alcool também pode ser intencionalmente
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adicionado na forma de aditivo em alimentos, incluindo a manteiga e o caramelo, nos quais é
usado como agente aromatizante (NAS, 1965).

O principal mecanismo de formacdo do furfuril lcool é através da degradacao térmica
da frutose e glicose (SACHSE, et al., 2017), que ocorre durante 0 aquecimento (cozimento,
assamento, torrefacdo) (MONAKHOVA e LACHENMEIER, 2012; MARTINS et al., 2001;
VANDERHAEGEN et al., 2007; WANG e KAYS, 2000; SWASTI e MURKOVIC, 2012).
Em condi¢des acidas, o alcool furfurilico polimeriza-se resultando na coloracdo marrom dos
alimentos (SWASTI & MURKOVIC, 2012).

A ingestdo do furfuril &lcool pode provocar dor de cabeca, nauseas e irritacdo da boca
e do estdmago (CDC, 2016). O efeito mutagénico desse alcool foi primeiramente relatado por
Stich (1981), quando um aumento do nimero de aberragbes cromossomicas e trocas entre
cromatides irméas foi observado nas células dos ovarios de hamster chinés (CHO, do inglés:
Chinese hamster ovary).

O Programa Nacional de Toxicologia (NTP) (NTP, do inglés: National Toxicology
Program), foi estabelecido nos Estados Unidos em 1978 para coordenar pesquisas e testes de
toxicologia, além de fornecer informag6es sobre substancias quimicas potencialmente toxicas
para as agéncias de pesquisa e 0rgdos regulamentadores da saude, comunidade cientifica,
médicas e populacdo (NTP, 2017). No ano de 1999, publicou um relatorio afirmando que a
exposicdo de camundongos machos a 60 mg/kg p.c/dia (SACHSE et al., 2016) de furfuril
alcool induziu a tumores no epitelio tubular renal. O mecanismo postulado de
carcinogenicidade do composto se da através da ativacdo por sulfotransferases resultando na
formacdo de um aduto de 2-metilfuranil-DNA (SACHSE, et al., 2014 e 2016).

A exposicdo ocupacional ao alcool furfurilico, pelo fato de ser utilizado para
manufatura de adesivos, selantes quimicos e resinas furanicas (Merck, 1976), pode ocorrer
por inalacdo e contato dérmico com este composto nos locais de trabalho onde o mesmo €
produzido ou usado. Os dados de monitoramento indicam que a populacdo em geral pode
estar exposta a substancia por inalacdo do ar ambiente, ingestdo de alimentos e contato
dérmico com este composto e outros produtos contendo dalcool furfurilico, jA& que é
amplamente detectado nos alimentos (NIH, 2017).

Okaru e Lachenmeier (2017), avaliaram a ocorréncia de furfuril alcool em varios
alimentos e bebidas e verificaram que o café apresenta elevada concentracao (67 mg/kg no po
soluvel instantaneo), sendo atribuivel ao processo de torrefacdo (SWASTI & MURKOVIC,
2012). Entre as bebidas, maiores concentracdes de alcool furfurilico, decorrentes do
envelhecimento em barricas de carvalho (CARRILLO; GARRIDO-LOPEZ; TENA, 2006),
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foram encontradas em aguardentes (10 mg/L) do que no vinho (1,5 - 3,4 mg/L). No entanto, o
contetdo era menor em relacdo ao péo, produtos cozidos, peixe e café.

No ano de 2000, o JECFA estabeleceu uma IDA de 0,5 mg/kg p.c para compostos que
contém furano na sua estrutura como (furfural, furfuril alcool, acetato de furfuril, propionato
de furfuril, pentanoato de furfuril, octanoato de furfuril, 3-metilbutanoato de furfuril, 2-
furoato de metil, 2-furoato de propil, 2-furoato de amil, 2-furoato de hexil e 2-furoato de octil)
e sugeriu que o composto ndo era motivo de preocupacdo nos niveis atuais de ingestdo,
quando usado como aromatizante (WHO, 2001). A legislacéo brasileira ndo estabelece limites
maximos para a presenca de furfuril alcool em alimentos e bebidas. Entretanto, a IARC
classificou recentemente o furfuril alcool como possivel carcinogénico para humanos, cuja

monografia esta em fase de preparagdo (IARC, 2017).

3.7 Avaliacdo do risco relacionado a exposi¢cdo aos compostos toxicos

A avaliacdo da exposicdo a compostos toxicos constitui-se em uma estimativa da
ingestdo de substancias que possam representar perigo a saide humana. Nesta etapa, dados de
consumo alimentar sdo combinados com informacbes sobre a concentracdo do composto
presente no alimento/bebida, de modo a permitir uma comparacdo com 0s parametros de
ingestdo segura estabelecidos pelo JECFA para substancias ndo genotoxicas e, assim,
possibilitar a caracterizacdo do risco deste tipo de composto toxico (ANVISA, 2013;
DUBUGRAS; PEREZ-GUTIERREZ, 2008).

Dentre os parametros de ingestdo cronica segura para as substancias que ndo sao
genotoxicas, estdo a ingestdo diaria aceitavel (IDA), a ingestdo diaria tolerdvel méaxima
proviséria (PMTDI, do inglés: provisional maximum tolerable daily intake), a ingestdo
toleravel semanal provisoria (PTWI, do inglés: provisional tolerable weekly intake) e a
ingestdo toleravel mensal proviséria (PTMI do inglés: provisional tolerable monthly intake).
Esses parametros representam a quantidade de uma substéncia que pode ser consumida
diariamente (IDA e PMTDI), semanalmente (PTWI) ou mensalmente (PTMI) ao longo da
vida sem que ocorram efeitos adversos a satde. Para compostos intencionalmente adicionados
nos alimentos (aditivos, residuos de pesticidas e de medicamentos de uso veterinario), aplica-
se a IDA. Os parametros de ingestdo toleravel proviséria (PMTDI, PTWI e PTMI) sdo
definidos para os contaminantes, sendo que a PMTDI é definida para substancias que nédo se
acumulam no organismo. A PTWI e PTMI sdo usadas para compostos que tem potencial de

acumulacdo no organismo, sendo que para aquelas substancias que tém vida longa no
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organismo utiliza-se a PTMI. Com relagdo a caracterizagdo do risco da exposi¢cdo humana a
substancias ndo genotdxicas, a ingestdo é comparada ao parametro de ingestdo segura, sendo
assim pode haver risco quando a ingestdo calculada ultrapassar esse parametro (JARDIM &
CALDAS, 2009).

No caso das substancias genotdxicas, a caracterizacdo do risco a exposicdo é feita
através do calculo da margem de exposi¢do (MOE, do inglés: margin of exposure) (JARDIM
& CALDAS, 2009). A MOE pode ser usada para classificar substancias genotédxicas de
acordo com o risco, indicando o nivel de preocupacdo para estabelecer prioridades de acbes
para 0s gerenciadores de risco e para subsidiar os individuos a tomar decisbes pessoais de
estilo de vida. Um valor de MOE maior ou igual a 10.000 tem sido proposto como uma
indicacdo de uma situacdo de risco pouco preocupante sob a Otica de saude publica
(BARLOW et al., 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

A microextracdo em fase sdélida no modo headspace e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas quadrupolar no modo SIM (SIM do inglés: selected ion
monitoring), denominada de HS-SPME-GC/qMS-SIM foi utilizada para a identificacdo do
acetaldeido, acroleina, CE, formaldeido, furfural e furfuril alcool em espumantes. Estas
analises foram feitas no Laboratério de Quimica Analitica do Instituto de Quimica da
UFRGS.

4.1 Amostras

Dezessete amostras de espumantes disponiveis comercialmente, produzidos por
vinicolas localizadas no estado do Rio Grande do Sul, no periodo de 2011 a 2014 foram
avaliadas em triplicata. Os espumantes foram elaborados com uvas das cultivares
Chardonnay, Pinot Noir, Riesling, Sauvignon Blanc, Merlot, Gewdrztraminer e Prosecco,
pelo método Champenoise/Tradicional (11 amostras) e método Charmat (6 amostras) e
possuiam teor alcoolico de 11,5 a 12,5% (v/v). As amostras foram fornecidas pelo Instituto
Brasileiro do Vinho — IBRAVIN. Informacdes sobre o teor alcoolico, cultivar, safra, método e

tipo de cada amostra estdo na Tabela 5.
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Tabela 5 - Informacg6es sobre as amostras de espumante avaliadas neste estudo.

Teor alcodlico

Amostra (%) Cultivar Safra Meéetodo Tipo
1 12,5 Chardonnay 2014 Tradicional  Extra Brut
2 12,5 Ch_ardonngy 2012 Tradicional Extra Brut

Pinot Noir
3 12,5 Ch_ardonngy 2011 Tradicional Extra Brut
Pinot Noir
4 12,5 Chardonnay 2014 Tradicional Brut
5 12,4 Ch_ardonngy 2011 Tradicional Brut
Pinot Noir
Chardonnay,
6 12,5 Sauvignon 2014 Tradicional Brut
Blanc
7 11,5 Ch_ardonna_ty, 2013 Tradicional Brut
Pinot Noir
8 12,5 Gevv_urztram_lner 2014 Tradicional Brut
Pinot Noir
9 12,5 Gevv_urztram_lner 2012 Tradicional Brut
Pinot Noir
10 12.4 Chardonnay 2013 Tradicional Brut
Merlot
Merlot,
11 125 Cabernet 2014 Tradicional Brut
Sauvignon,
Pinot Noir
12 12,0 Gewdrztraminer ) Charmat Brut
Chardonnay
13 12,0 Chardonnay 2011 Charmat Brut
Riesling
14 12,5 Chardonnay 2011 Charmat Brut
Riesling
Chardonnay,
15 12,5 Riesling, 2014 Charmat Brut
Pinot Noir
16 11,5 Prosecco 2016 Charmat Brut
17 12,0 Prosecco 2016 Charmat Brut

Fonte: Autoral

4.2 Determinacao da acidez total e pH

A determinagdo da acidez total e pH foi realizada no Instituto de Ciéncia e Tecnologia

de Alimentos da UFRGS. Estes parametros foram verificados pois podem influenciar na

eficiéncia da extragdo por HS-SPME (PAWLISZYN, 2012) e por isso foram considerados no
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preparo da solugdo modelo de espumante empregada na elaboragdo da curva de calibragdo. As

amostras foram desgaseificadas em ultrassom por 15 minutos e analisadas em triplicata.
4.2.1 Determinagao da acidez total

A acidez total engloba todos os &cidos organicos titulaveis, estejam eles dissociados
ou ndo dissociados, presentes em determinada amostra, tais como: &cido tartarico, citrico,
lactico, acético, succinico e malico (MARTINS, 2007). O método para determinacdo da
acidez baseia-se na titulacdo de neutralizacdo dos &cidos com solucdo padronizada de
hidréxido de sodio e utilizando o indicador fenolftaleina até o ponto de viragem (AOAC,
1995; IAL, 2008).

A amostra (10 mL) foi transferida para o Erlenmeyer de 250 mL, seguido da adicéo de
50 mL de agua destilada e 3 gotas da solucdo de fenolftaleina 1% (preparada em alcool etilico
95%). A titulacdo foi feita com solucdo aquosa de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 M contido
em bureta de 25 mL, sob agitacdo constante até coloracdo rdsea persistente por 30 segundos.

O volume de NaOH utilizado em cada titulacdo foi usado na equacdo a seguir:

I = M 2 1000

- = meg L

Acidez toral =

Onde:

V = quantidade em mL da solucdo de hidréxido de sddio gasta na titulacéo;

f = fator de correcdo da solucdo de hidroxido de sodio que foi previamente
padronizada com biftalato de potéssio. A padronizacdo consiste em dissolver 0,5 g de
biftalato de potassio CeHs (CO2H) (CO2K) em 75 mL de &gua destilada e adicionar 2 gotas de
fenolftaleina 1%, sequida da titulacdo com hidréxido de sédio (0,1 M) até o aparecimento de
coloracdo rdsea persistente por cerca de 30 segundos.

M = molaridade da solugéo de hidréxido de sodio;

P = volume de amostra pipetado (mL).
4.2.2 Determinacao do pH
O pH de amostras liquidas é determinado pela atividade dos ions hidrogénio, ou seja,

corresponde a concentracdo de ions de hidrogénio dissolvidos na amostra. Um pHmetro

(Hanna Instruments, modelo HI 2221, Woonsocket, EUA) foi utilizado para a medida do pH.



42

Em um béquer de 100mL foi colocado um volume de espumante suficiente para que o
eletrodo do pHmetro entrasse em contato com a amostra. O pHmetro foi previamente
calibrado com as solugfes-tampéo de pH 4,0 e pH 7,0 (1AL, 2008).

4.3 Reagentes e padrdes quimicos

Os compostos padrao dos analitos, com pureza superiores a 98%, foram preparados
em etanol de Pureza Analitica (P.A, Nuclear, Sao Paulo, Brasil). Solu¢des-estoque individuais
de formaldeido (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), acetaldeido (Fluka, Ronkonkoma, EUA),
acroleina, CE e furfural (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foram preparadas na concentragao
de 1000 mg/L. Os padrdes internos (PI), 2-octanona e o furfuril-tiol (Sigma-Aldrich) também
foram preparados em etanol (10 mg/L). Os PI foram adicionados (10 pL) em cada frasco de
vidro que continha as amostras e nas solu¢des padrao destinadas a constru¢do das curvas de
calibracéo.

Preparou-se também uma solucdo modelo de espumante com caracteristicas
semelhantes as amostras avaliadas. Acido tartarico (5 g/L, Synth Sdo Paulo) foi dissolvido em
agua deionizada MilliQ (sistema de purificacdo Millipore, Bedford, EUA) e o pH foi ajustado
para 3,1 com hidréxido de sodio (Merck, Darmstadt, Alemanha). Além disso, etanol (12 mL)
foi adicionado. Esta solucdo apresentou acidez total de 108 meqg/L e foi usada nas analises
pois a eficiéncia da extracdo por HS-SPME depende da acidez, pH e teor alcdolico da amostra
(WELKE et al., 2012). A solucdo modelo foi utilizada na construcéo das curvas de calibracéo
necessarias para quantificacdo dos compostos toxicos presentes nos espumantes.

O agente derivatizante 2,2,2-Trifluoroetil hidrazina (TFEH, Aldrich, Steinheim,
Alemanha) foi preparado em solucdo aquosa (MilliQ) (10.000 mg/L) e 100 uL desta solugdo
derivatizante foi adicionada a cada amostra de espumante antes da extracao e para elaboragao
das curvas de calibracdo. O cloreto de sddio (NaCl, 0,3 g, grau analitico, Nuclear, Sdo Paulo,
Brasil) foi  utilizado nas amostras para aumentar a for¢a i6nica da solucdo e,
consequentemente, melhorar a extragdo de analitos. O NaCl foi previamente seco a 100°C
durante 1h e armazenado num dessecador até a sua utilizacdo (LAGO et al., 2017).

A fibra utilizada na SPME foi 50/30 de divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano
(DVB/ICAR/PDMS) StableFlex 2 cm (Supelco, Bellefonte, EUA). Antes da primeira

utilizacdo, a fibra foi condicionada durante 1h a 270°C, conforme recomendado pelo
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fabricante. Os frascos de vidro (vials) do tipo headspace com 20 mL e tampa com septo

também foram obtidos da Supelco.

4.4 Determinacdo dos compostos toxicos através da HS-SPME-GC/qMS-SIM

Para a extracdo dos compostos toxicos através da HS-SPME, 1 mL de amostra foi
transferido para o frasco de SPME contendo 0,3 g de NaCl. A extragdo ocorreu por 60
minutos a 55°C, de acordo com as diretrizes otimizadas e relatadas em um estudo anterior
(WELKE et al., 2012). A derivatizacdo com TFEH, do acetaldeido (ponto de ebulicdo, PE:
20,2 °C), formaldeido (PE: -19,3 °C) e acroleina (PE: 53 °C) foi realizada como descrito na
secdo 4.2, visando transformar esses analitos altamente volateis em compostos termicamente
estaveis para posterior analise no GC (GC, do inglés: gas chromatograph).

Os compostos extraidos por HS-SPME foram dessorvidos termicamente no injetor
automatico (CTC CombiPAL, Zwingen, Suica) do GC/MS (Shimadzu, modelo QP2010,
Kyoto, Japdo) a 250 °C por 15 minutos. Os analitos foram separados em uma coluna polar
(polietilenoglicol, DB-Wax, 30m x 0,25mm x 0,25um, J&W Scientific Inc., Folsom, CA,
EUA). A programacdo de temperatura utilizada no forno do GC foi: 35°C por 5 minutos,
aquecimento a 3°C/min até 140°C, seguido da taxa de 20°C/min até atingir a temperatura
final de 250°C, na qual o sistema foi mantido por 10 minutos. O gas hélio (pureza analitica de
99,999%, Linde Gases, Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil) foi usado como gas carreador
(fluxo de 1 mL/min). A ionizacdo eletronica usada no MS foi 70 eV e a temperatura da fonte
de ions foi de 250°C.

O modo SIM foi utilizado para identificar e quantificar os compostos de acordo com
fons qualificadores e quantificadores mostrados na Tabela 6. Os mesmos foram identificados
comparando-se 0s tempos de retencdo (tr) e os espectros de massa dos compostos
desconhecidos com os parametros dos compostos padrdo co-injetados. A fim de refinar a
etapa de identificacdo, os espectros de massa obtidos foram comparados com os disponiveis

na biblioteca espectral de massas da NIST (2005).
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Tabela 6 - Compostos toxicos e seus respectivos tempos de retencao (tr), ions monitorados e o
padréo interno utilizados na quantificagdo por HS-SPME-GC/qMS-SIM.

tr fons fon Padrao
(min)? qualificadores quantificador interno
Acetaldeido 13,9 71; 140 71 2-Octanona
Acroleina 13,6 83; 55; 152 83 2-Octanona
wn
3]
5 carvamatode g5, 62; 74; 89 62 2-Octanona
§ etila
3
g— Formaldeido 12,9 57;: 126 57 2-Octanona
3
Furfural 25,9 96; 95 96 Furfuril tiol
Furfuril alcool 29,3 98:; 81; 53 98 Furfuril tiol
S
E 2-Octanona 18,8 58; 71 58 -
C
2
e
E Furfuril tiol 28,8 81; 53 81 -

Fonte: Autoral
a Tempo de retencdo (minutos)

Os parametros de validagdo do método HS-SPME-GC/gMS-SIM incluiram
linearidade, recuperacdo, precisdo intermediaria (quatro analises realizadas em quatro dias
diferentes, n = 16), repetibilidade (sete analises realizadas no mesmo dia, n = 7), limite de
quantificacdo (LOQ) e deteccdo (LOD) que foram verificados de acordo com a Conferéncia
Internacional sobre Harmonizacdo (ICH, do inglés: International Conference on
Harmonisation) (ICH, 1996).
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4.5 Avaliacdo do risco da exposi¢cdo aos compostos carbonilicos tdxicos através do

consumo de espumante

O célculo da ingestdo diaria estimada (IDE) dos compostos tdxicos encontrados nos

espumantes, expresso em pug/kg p.c/dia foi realizado a partir da seguinte equagéo:

)
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iDE it

1
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O consumo de espumante utilizado no calculo da IDE foi 300 mL, considerando que:
(1) a ingestdao didria maxima de &lcool ndo deve ultrapassar cerca de 30 g, conforme
estabelecido pelas Agéncias de Saude de diversos paises, incluindo Estados Unidos da
América, Franca, Macedonia, Nova Zelandia, Roménia, Suica e Uruguai, e divulgado pela
Alianga Internacional para o Consumo Consciente (IARD, 2017) e (ii) 1 g de etanol equivale
a 1,30 mL deste alcool e que os espumantes avaliados apresentaram contetido de alcool entre
11,5 e 12,5% (v/v). Vazquez-Agell et al. (2007) verificaram que o consumo diario de 300 mL
de espumante elaborado com uvas Chardonnay pode prevenir a aterosclerose. Além disso, o
consumo desta mesma quantidade de vinho também tem sido proposto pela Organizacao
Internacional de Produtores desta bebida chamada “Wine in Moderation”, considerando que o
consumo moderado de bebidas alcodlicas esta associado a reducdo do risco de doenga
cardiovascular (WIM, 2017).

A concentracao dos compostos carbonilicos toxicos foi obtida como descrito na se¢ao
4.4 e o peso corpéreo médio dos brasileiros, de 66,5 kg, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) foram utilizados no célculo da IDE (IBGE, 2011).

Em relacdo a caracterizacdo do risco da exposicdo, duas abordagens foram utilizadas
de acordo com a genotoxicidade do composto tdxico. Acetaldeido (ERIKSSON, 2015),
acroleina (ATSDR, 2017), carbamato de etila (CUI et al., 2016) e formaldeido (ARKEMAN,
2008) sdo compostos cuja genotoxicidade é reconhecida pelo JECFA. A caracteriza¢do do
risco relacionada a esses compostos foi feita a partir do calculo da MOE. Utilizou-se como
dose de referéncia a BMDL10, definida como o limite inferior do intervalo de confianca da
dose que causou o aumento de 10% na incidéncia de um determinado efeito toxico
(BMDL10, do inglés: benchmark dose lower confidence limit). Os valores de BMDL10 de

cada composto toxico estdo na Tabela 7. Com relagdo a MOE, valores abaixo de 10.000
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indicam que o composto apresenta risco potencial a salde publica quando associado a
exposicdo humana perante determinada substancia toxica (WHO, 2010).

Tabela 7 - Valores de BMDL10 e efeitos toxicos observados ap6s exposicdo oral de
animais ao acetaldeido, acroleina, carbamato de etila e formaldeido
BMDL10
Composto (mg/kg peso Efeito toxico Referéncia
corpdéreo/dia)

Tumores em ratos

Acetaldeido 56 (mamarios, estomacais, LACHENMEIER et al.

intestinais, testiculares) (2009)
Hiperplasia epitelial
Acroleina 0,36 escamosa em estomago ATSDR (2007)

de ratos
Neoplasia alveolar e

C%r::{ir;zto 0,25 bronquiolar em ratos SCHL'?Z-BIE)R etal.
machos e fémeas
MONAKHOVA,
Formaldeido 28 Gastrite crénica em ratos JENDRAL e

LACHENMEIER (2012)

Fonte: Autoral

O JECFA classifica o furfural como ndo genotoxico e este composto pode ser utilizado
como aromatizante na inddstria de alimentos, deste modo o composto possui um nivel de
ingestdo segura (JECFA, 2000). Para o furfural, furfuril (alcool, acetato, propionato,
pentanoato, octanoato e 3-metilbutanoato) e compostos do grupo 2-furoato (metil, propil,
amil, hexil e octil), a ingestdo diaria aceitavel (IDA) € de 500 ug/kg p.c/dia, considerando que
esse valor corresponde a soma da exposi¢cdo ao grupo de compostos citados acima. Neste
caso, a caracterizacdo do risco foi avaliada comparando-se a IDE desses compostos com a

IDA, com a ressalva de que o risco ocorre somente se a quantia consumida exceder a IDA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Acidez total e pH

A Tabela 8 apresenta os valores médios para acidez total e pH das amostras de
espumante. A acidez total variou de 77,9 a 125,1 meg/L com mediana de 108,3 meq/L,
portanto, todas as amostras estdo de acordo com a legislacdo brasileira que permite variacdo
entre 55,0 e 130,0 meqg/L para este parametro (BRASIL, 1988). Pode-se considerar que
variagOes na acidez total sdo consequéncia do grau de maturacdo da uva, na qual ocorre a
reducdo do &cido malico, que posteriormente € degradado devido ao processo respiratorio da
uva. Portanto, quanto menor o grau de acidez, mais madura é a uva que foi utlizada na
vinificacio (RIBEREAU-GAYON et al., 2003).

Tabela 8 - Acidez total e pH das amostras de espumantes produzidas no estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, no periodo de 2011 a 2014.

Amostra Acidez total (meqg/L) pH
1 1159 +1.3 3,1
2 109,6 + 3,3 3,1
3 80,4 +4.2 3,2
4 117,7 £ 8,0 3,1
5 108,3+1,4 3,3
6 1129+4,4 3,2
7 96,3+2,9 3,0
8 1029+ 2,9 2,9
9 994+71 3,2
10 102,8 + 2,2 3,0
11 86,6 +5,2 3,0
12 109,9+7,2 3,0

13 77,9+34 2,9
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Tabela 8 - Acidez total e pH das amostras de espumantes produzidas no estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, no periodo de 2011 a 2014.
(continuacéo)

Amostra Acidez total (meq/L) pH
14 1195+2,9 3,1
15 98,7+ 2,6 3,3
16 1135+ 0,6 2,9
17 1251 +2,.2 2,6

Fonte: Autoral
Notas:
* Resultados expressos através da média da avaliagdo em triplicata de cada amostra + desvio padrao

Os valores de pH dos espumantes variaram de 2,9 a 3,3, com mediana de 3,1. A
legislacdo brasileira ndo estabelece regulamentacéo para o pH desta bebida, entretanto, o pH
abaixo de 3,5 é desejavel, pois aumenta a longevidade do espumante, a estabilizacéo e a acéo
do SO, diminuindo riscos microbioldgicos e conferindo melhor estabilidade microbiologica
(RIBEREAU-GAYON et al., 2004).

Os valores medianos de acidez total (108 meg/L) e pH (3,1) verificados nas amostras
de espumantes em estudo foram considerados para a preparacdo da solu¢cdo modelo usada na
obtencdo das curvas analiticas. Este procedimento € importante para minimizar efeitos de

matriz na quantificacdo dos analitos (WELKE et al., 2012)

5.2 Validagdo do método HS-SPME-GC/gMS-SIM

A Tabela 9 apresenta a performance analitica do método HS-SPME-GC/qMS-SIM
utilizado para determinar simultaneamente o0s seis compostos tdxicos em espumantes. As
curvas de calibracdo mostraram boa linearidade, verificada através dos valores de coeficiente
de determinacdo (r?) que ficaram entre 0,9632 e 0,9951 para o furfuril alcool e o CE,
respectivamente. A partir dos baixos valores de LOD e LOQ obtidos, pode-se concluir que o
método € suficientemente sensivel para a quantificacdo destes compostos. Em relacdo ao
LOD, o mais baixo valor entre os compostos avaliados foi encontrado para o acetaldeido
(0,001 pg/L), enquanto que o mais alto refere-se ao furfuril alcool (0,5 pg/L). A respeito do
LOQ, o acetaldeido também apresentou o menor valor (0,004 pg/L), ao passo que o furfuril

alcool apresentou o maior valor (1,7 pg/L). Além disso, o percentual de recuperagdo variou de
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90 a 105% e os coeficientes de variacdo obtidos nos ensaios de repetibilidade e preciséo

intermediaria foram inferiores a 14%, demonstrando a eficiéncia do método utilizado.
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Tabela 9 - Pardmetros de validagdo do método de HS-SPME-GC/qMS-SIM para quantificacdo de compostos carbonilicos e furfuril alcool
em espumantes.

Composto Variacao Equacio da rearessio r2a LOD LOQ Conc. Rec. RSD RSD
P (Hg/L) auas 9 (gL’ (gL (WglL)® (%) Rep. (%)'  Prec. (%)

15 98 6,3 11,5

Acetaldeido 1-25 y = 32852x + 910106 0,9731 0,001 0,004 73 91 52 9,8
146 95 9,0 7,0

2,5 91 8,2 10,9

Acroleina 2,5-100 y =175,21x + 7740,7 0,9948 0,321 1,070 10 90 1,0 10,5
100 96 0,9 8,3

1,0 98 6,9 13,6

Carbamato de etila 1-100 y = 789,28x + 9278 0,9951 0,121 0,402 10 97 0,9 11,0
100 100 2,9 9,1

1,0 105 53 7,8

Formaldeido 1-100 y = 1347,3x + 134500 0,9945 0,004 0,014 10 100 12,0 10,8
100 90 5,6 7,4

1,0 98 3,7 3,6

Furfural 1-100 y = 852,94x + 35579 0,9917 0,013 0,043 70 100 7,4 9,8
140 93 3,1 7,0

2,5 100 2,8 4.2

Furfuril alcool 2,5-100 y =170.054x + 1.339,3 0,9632 0,503 1,676 10 94 111 10,7
100 94 5,5 9,2

Fonte: Autoral

Notas:

ar2: Coeficiente de determinacdo; ® LOD: Limite de deteccdo; ¢ LOQ: Limite de quantificacdo; ¢ Conc.: Concentragéo correspondente a menor, média e mais alta concentracio de cada
composto toxico na curva analitica, utilizada para determinar a porcentagem de repetibilidade, precisdo intermedidria e recuperacio; ¢ Rec.: Recuperacdo; f Rep.: Repetibilidade
(n=7): coeficiente de variacdo de sete ensaios independentes realizados no mesmo dia sob as mesmas condi¢des analiticas; ¢ Prec.: Precisdo Intermediéria (n=16): coeficiente de
variacao de quatro ensaios independentes realizados em quatro dias diferentes sob as mesmas condicdes analiticas.
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5.3 Determinacao da concentracdo dos compostos toxicos presentes em espumantes

Os compostos carbonilicos e o furfuril alcool foram encontrados em todas as amostras

de espumante avaliadas, conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Niveis (ug/L) dos compostos toxicos detectados em espumantes avaliados atraves da
HS-SPME-GC/gMS-SIM.

Amostra Acetaldeido®  Acroleina® Carbarnato Formaldeido® Furfural® Furturi
de etila® alcoolf
1 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  15,8+2,0
2 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  11,1#0,1
3 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 12,940,010 42,0439
4 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 14,4408
5 12,4+0,0 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  13,7+14
6 50,5+1,7 33,1417 <LOQ <LOQ 15,6433 15,8417
7 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 14,4+1,7
8 37,9+3,7 33,4+0,0 <LOQ <LOQ 41,0£0,0 13,9+0,8
9 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 11,9407
10 31,1+0,0 <LOQ <LOQ <LOQ 32,1+0,0 17,9+0,5
11 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 13,4+0,3
12 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 16,2+0,6
13 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 13,6%0,2
14 30,548,3 28,0%1,8 <LOQ <LOQ 14,4+3,0 15,5+0,6
15 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 21,917
16 5,2+1,6 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 17,8+0,3
17 15,1+0,0 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 14,2410

Fonte: Autoral
Notas:

LOQ - Limites de quantificacdo do método: 20,004; *1,07; €0,4; 90,04; ¢ 1,7.

O acetaldeido foi encontrado em 44% das amostras (7 amostras) em concentra¢ao

variando de 12,4 a 50,5 pg/L, média e mediana de 26,1 e 30,5 pg/L, respectivamente. Os

niveis médios deste composto toxico avaliado em outros vinhos serda mencionado a seguir, ja

que a mediana da concentragdo raramente € reportada na literatura. Além disso, cabe salientar

que esses compostos foram quantificados pela primeira vez em espumantes, por isso dados da

ocorréncia foram comparados com vinhos tranquilos. O acetaldeido também foi detectado em
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outros vinhos brasileiros, incluindo vinhos Merlot da Campanha Gaucha (16,6 pg/L) (LAGO
et al., 2017) e Syrah do Vale do Sao Francisco (213 pg/L) (FERREIRA et al., 2017). Outros
vinhos apresentaram concentragdo superiores deste aldeido, incluindo vinhos tintos de varias
cultivares de uva (55.800 pg/L) produzidos na Italia (PATIANO et al., 2014); vinhos brancos
de Portugal (53.489 ug/L) (CAMARA et al., 2006) e da China (67.500 pg/L) (ZHANG et al.,
2011).

A acroleina foi detectada em 19% das amostras (3 espumantes) em niveis de 28 a 33
ug/L, média e mediana de 31,5 e 33,1 pg/L, respectivamente. Em vinhos Merlot brasileiros,
50% das amostras continham este aldeido, variando de 1,0 a 29,8 pg/L (média de 15,4 ng/L)
(FERREIRA et al., 2017). Os niveis médios encontrados em vinhos Syrah, também do Brasil,
foram superiores aos detectados nos espumantes do presente estudo (72 pg/L) (LAGO et al.,
2017). Estes valores sdo consideravelmente superiores aos relatados por Kéchele ef al. (2014)
para vinhos da Alemanha de diferentes cultivares (0,7 pg/L).

O CE foi detectado em todos os espumantes em concentragdes inferiores ao LOQ do
método (0,4 pg/L). Da mesma forma, Ferreira et al. (2017) ndo detectaram o composto nos
vinhos Merlot brasileiros. No entanto, os valores obtidos para o CE neste estudo foram
consideralvente inferiores aos detectados em vinhos da China (137 ug/L) (Zhang et al., 2014),
Portugal (54,1 pg/L) (PERESTRELO et al., 2010) e Brasil (100 pg/L) (LAGO et al., 2017).

O formaldeido foi encontrado em todas as amostras em niveis baixos (inferiores ao
LOQ do método: 0,04 pg/L). Ferreira et al. (2017) também detectaram este composto em
todos os vinhos Merlot comerciais produzidos na Campanha Gautcha, em concentragdes
abaixo do LOQ do método (1,0 pg/L). O formaldeido foi encontrado em maiores niveis em
vinhos tintos produzidos na Alemanha (130 pg/L) (JENDRAL et al., 2011), vinho branco da
China (4.830 pg/L) (ZHANG et al., 2011) e vinhos Syrah do Brasil (64 pg/L) (LAGO et al.,
2017).

Furfural foi detectado em 31% das amostras (5 espumantes), em concentragdes
variando de 12,9 a 41,0 pg/L, média e mediana de 23,2 e 15,6 pg/L, respectivamente. Estes
niveis foram inferiores aos detectados em outros vinhos elaborados no Brasil, incluindo
Merlot (58,2 pg/L) (FERREIRA et al., 2017) e Syrah (184 pg/L) (LAGO et al., 2017). O
furfural também foi relatado em vinhos brancos portugueses maturados em barril de carvalho
em niveis de 7.900 ug/L (CAMARA et al., 2006) e 876 pg/L (PERESTRELO et al., 2015).

O furfuril alcool foi encontrado em todas as amostras analisadas, em niveis entre 11,1
e 42,0 pg/L, com média e mediana de 16,7 e 14,4 pg/L, respectivamente. Okaru e

Lechenmeier (2017) avaliaram vinhos cujas cultivares e local de producdo ndo foram
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informados no estudo, e verificaram que os niveis detectados nessas amostras foram inferiores
ao limite de deteccdo do meétodo de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (3,2
mg/L).

Os niveis dos compostos toxicos analisados divergiram entre as amostras, o que pode
ter ocorrido devido as condigdes de processamento ou armazenamento, entre outros fatores
relacionados a safra, cultivares de uva, praticas de cultivo, localizagdo do vinhedo e tempo de
envelhecimento que precisam ser detalhadamente estudadas. Perestrelo et al., (2015)
verificaram que durante o armazenamento, por exemplo, a temperatura e posicao da garrafa

sdo fatores que podem estar relacionados aos niveis de compostos furdnicos toxicos.

5.4 Ingestio estimada e avaliacéo do risco relacionado a exposi¢cdo aos compostos toxicos

atraves do consumo de espumante

A Tabela 11 apresenta os dados de IDE dos compostos que foram encontrados em
niveis superiores a0 LOQ do método, incluindo acetaldeido, acroleina, furfural e furfuril
alcool. O formaldeido e CE ndo estdo na Tabela 11, pois esses compostos nao foram

detectados em niveis quantificaveis, (LOQ de 0,04 e 0,4 pg/L, respectivamente).

Tabela 11 - Ingestao diaria estimada (IDE) em pg/kg de peso
corporeo por dia calculada para as amostras em que o acetaldeido,
acroleina, furfural e furfuril alcool foram detectados em niveis acima

do LOQ do método.

Amostra Acetaldeido Acroleina Furfural Furfuril dlcool
1 NC NC NC 0,07
2 NC NC NC 0,05
3 NC NC 0,06 0,19
4 NC NC NC 0,06
5 0,06 NC NC 0,06
6 0,23 0,15 0,07 0,07
7 NC NC NC 0,06
8 0,17 0,15 0,18 0,06
9 NC NC NC 0,05
10 0,14 NC 0,14 0,08
11 NC NC NC 0,06
12 NC NC NC 0,07
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Tabela 11 - Ingestdo diaria estimada (IDE) em pg/kg de peso
corporeo por dia calculada para as amostras em que o acetaldeido,
acroleina, furfural e furfuril alcool foram detectados em niveis
acima do LOQ do método.

(continuacgéo)

13 NC NC NC 0,06

14 0,14 0,13 0,06 0,07

15 NC NC NC 0,10

16 0,02 NC NC 0,08

17 0,07 NC NC 0,06
Fonte: Autoral
Notas:
NC: IDE néo calculada pois as concentragdes encontradas foram inferiores ao LOQ
do método.

Os compostos apresentaram em geral valores baixos de IDE, incluindo o acetaldeido
(0,02 a 0,23 ug/kg p.c/dia), acroleina (0,13 a 0,15 ug/kg p.c/dia), furfural (0,06 a 0,18 ug/kg
p.c/dia) e furfuril alcool (0,05 a 0,19 pg/kg p.c/dia).

A avaliacdo do risco relacionado a exposicdo ao furfural e furfuril alcool foi feita
através da comparagdo da IDE com a IDA, pois esses compostos sdo considerados aditivos
alimentares. A IDE de ambos compostos foi inferior ao parametro de ingestdo segura de 500
ug/kg p.c/dia estabelecido pelo JECFA (2000), o que indica que a exposicdo a esses
compostos nao representa risco.

Os demais compostos sdo compostos genotdxicos, logo a caracterizacdo do risco foi
realizada através do calculo da MOE, que foi apresentada na Tabela 12. Considerou-se como
referéncia toxicdlogica os valores de BMDL10 relacionados aos efeitos toxicos expostos na
Tabela 7. O carbamato de etila e o formaldeido ndo constam na Tabela 12 pois estes
compostos ndo foram quantificados (detectados em niveis abaixo do LOQ de 0,4 e 0,04 ug/L,

respectivamente).
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Tabela 12 - Margem de exposicdo (MOE) do
acetaldeido e acroleina considerando os dados de
ocorréncia desses compostos (Tabela 10) e de
IDE (Tabela 11). As amostras que representam
risco a saude (MOE < 10.000) estdo destacadas

em vermelho.

Amostra Acetaldeido Acroleina

BMDL10? 56° 0,36°
1 NC NC
2 NC NC
3 NC NC
4 NC NC
5 1.001.075 NC
6 245.809 2411
7 NC NC
8 327.529 2.389
9 NC NC
10 399.143 NC
11 NC NC
12 NC NC
13 NC NC
14 406.995 2.850
15 NC NC
16 2.387.179 NC
17 822.075 NC

Fonte: Autoral

Notas:
2Valor de BMDL10 conforme especificado na Tabela 7;
® LACHENMEIER et al. (2009);
¢ ATSDR (2007).
NC: MOE néo calculada, pois nessas amostras 0 composto
toxico ndo foi quantificado (niveis abaixo do LOQ)

A exposicdo a acroleina a partir do consumo de 300 mL/dia de espumante pode
representar risco a salde para as trés amostras em que o este aldeido foi detectado (Tabela
12), visto que a MOE calculada para o composto foi de 2.389 a 2.850. As amostras em que 0
acetaldeido foi quantificado ndo representam risco para a salude, pois os valores de MOE
foram inferiores 10.000 (245.809 a 2.387.179).
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Estratégias focadas em minimizar a ocorréncia da acroleina, a qual pode representar
riscos para a saude do consumidor devem ser avaliadas, como a identificacdo dos pontos
criticos de controle nos processos de elaboracdo dos espumantes. A manutencdo do pH do
vinho entre 3-4 reduz a multiplicacdo bacteriana e o acumulo do 3-HPA, que é um precursor
da formacdo deste aldeido (BAUER et al., 2010). Além disso, cabe ressaltar que Burcham
(2017) e Vries et al., (2016) verificaram que este composto pode ser formado durante a
queima da madeira utilizada em fornos/fogdes a lenha. Esta pratica é comum especialmente
durante o inverno na Serra e Campanha Gaucha (principais regibes produtoras de uvas e
espumantes do Brasil). O uso do fogo proximo ao vinhedo como alternativa para protecdo do
mesmo contra os efeitos da geada, também pode ser uma via de contaminacdo ambiental das
uvas e consequentemente do vinho com acroleina. Uma alternativa para a redugéo dos niveis
de acroleina nas uvas seria a substituicdo da madeira como combustivel por outra fonte menos
poluidora, bem como a protecédo das videiras contra geada pelo uso de estufas. Os moradores
proximos ao vinhedo também devem evitar a queima de vegetacéo e lixo, contribuindo para a

diminuicdo da concentragdo deste composto no ambiente.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros de validacdo do método, incluindo LOD, LOQ, recuperacdo
repetibilidade e precisdo intermediaria mostraram que o método baseado no uso da HS-
SPME-GC/gMS-SIM foi adequado para a quantificacdo simultanea do acetaldeido, acroleina,
carbamato de etila, formaldeido, furfural e furfuril &lcool. Os compostos tdxicos foram
detectados em todas as amostras avaliadas e seus niveis divergiram consideravelmente entre
os espumantes. A avaliacdo do risco revelou que a exposicdo a acroleina, através do consumo
das amostras avaliadas pode representar risco para a salde do consumidor. O fato dos
espumantes serem produzidos a partir de dois processos fermentativos pode contribuir para os
niveis de acroleina verificados neste estudo, para a qual existe a possibilidade de
contaminacdo das uvas durante o cultivo devido a queima da madeira proximo ao vinhedo.

Este trabalho contribuiu para geracdo de dados sobre os niveis destes compostos em
espumantes comercialmente disponiveis, que poderdo servir de subsidio para a criagdo futura
de uma legislagdo nacional que estabeleca limites para a presenca dos mesmos nesta bebida.

Além disso, estratégias focadas na reducdo da ocorréncia da acroleina devem ser estudadas.
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