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Ocorréncia e toxicidade de glicois em cervejas
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Resumo

A cerveja é muito popular no Brasil, e 0 pais é o terceiro maior consumidor dessa bebida, atras apenas da China e dos
Estados Unidos. Em nivel internacional, existem registros de episodios fatais atribuidos & ingestdo de bebidas
fermentadas (cervejas e vinhos) contendo etilenoglicol e dietilenoglicol desde a década de 1980. No Brasil, um caso
recente (2020), que levou a vitimas fatais, foi associado a ingestéo de cerveja contaminada com etilenoglicol. Nesse
trabalho, foi feita uma mini revisdo da literatura a fim de caracterizar o entendimento atual no &mbito da origem e dos
riscos afetos a presenca de glicéis em bebidas. O levantamento permitiu concluir que efeitos agudos e letais somente
podem advir de doses relativamente elevadas provenientes de contaminacdo exdgena (acidental ou criminosa).
Contudo, as leveduras Saccharomyces cerevisiae tém potencial para secretar etilenoglicol pela degradacdo metabolica
da xilose, agucar de cinco carbonos que advém da hemicelulose. Os niveis de formacdo espontanea sdo usualmente
baixos, sem riscos de toxicidade aguda/fatal, mas ha que se considerar o potencial de toxicidade cronica por efeito
acumulativo. PropGe-se 0 monitoramento periddico dos teores de etilenoglicol e dietilenoglicol em cervejas, tendo em
vista a relevancia dessa bebida entre os habitos de consumo dos brasileiros.

Palavras-chave: Glicol; Etilenoglicol; MEG; Dietilenoglicol; DEG; Cerveja.

Abstract

Beer is very popular in Brazil, and the country is the third largest consumer of this drink, after China and United
States. At the international level, there are records of fatal episodes attributed to the ingestion of fermented beverages
(beers and wines) containing ethylene glycol and diethylene glycol since the 1980s. In Brazil, a recent case (2020),
which led to fatal victims, was associated with ingestion of beer contaminated with ethylene glycol. In this work, a
mini literature review was carried out in order to characterize the current understanding regarding the origin and risks
associated with the presence of glycols in beverages. The survey led to the conclusion that acute and lethal effects can
only come from relatively high doses from exogenous contamination (accidental or criminal). However,
Saccharomyces cerevisiae yeasts have the potential to secrete ethylene glycol through the metabolic degradation of
xylose, a five-carbon sugar that comes from hemicellulose. Spontaneous formation levels are usually low, with no risk
of acute/fatal toxicity, but the potential for chronic toxicity due to a cumulative effect must be considered. Periodic
monitoring of ethylene glycol and diethylene glycol levels in beers is proposed, in view of the relevance of this
beverage among Brazilian consumption habits.

Keywords: Glycol; Ethylene glycol; MEG; Diethylene glycol; DEG; Beer.

Resumen

La cerveza es muy popular en Brasil, y el pais es el tercer mayor consumidor de esta bebida, después de China y
Estados Unidos. A nivel internacional, existen registros de episodios fatales atribuidos a la ingestion de bebidas
fermentadas (cervezas y vinos) que contienen etilenglicol y dietilenglicol desde la década de 1980. En Brasil, un caso
reciente (2020), que derivé en victimas fatales, fue asociado a la ingestion de cerveza contaminada con etilenglicol.
En este trabajo se realiz6 una mini revision bibliogréfica con el fin de caracterizar el conocimiento actual en cuanto al
origen y riesgos asociados a la ingestion de bebidas que contienen glicoles. La encuesta llevo a la conclusion de que
los efectos agudos y letales solo pueden provenir de dosis relativamente altas de contaminacién exdgena (accidental o
criminal). Sin embargo, las levaduras Saccharomyces cerevisiae tienen el potencial de secretar etilenglicol a través de
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la degradacién metabdlica de la xilosa, un azlcar de cinco carbonos que proviene de la hemicelulosa. Los niveles de
formacion espontanea suelen ser bajos, sin riesgo de toxicidad aguda/mortal, pero existe la posibilidad de toxicidad
cronica por efecto acumulativo Se propone el monitoreo periddico de los niveles de etilenglicol y dietilenglicol en las
cervezas, en vista de la relevancia de esa bebida entre los habitos de consumo de los brasilefios.

Palabras clave: Glicol; Etilenglicol; MEG; Dietilenglicol; DEG; Cerveza.

1. Introdugéo

As bebidas fermentadas estdo sendo cada vez mais consumidas no Brasil, com especial destaque para as cervejas.
Estima-se que seu consumo tenha atingido 13,3 bilhGes de litros em 2020, correspondendo a 62,4 litros per capita ano (JEB,
2021). O nivel de ingestdo per capita é similar ao de vinhos em Portugal, maior consumidor de vinhos do mundo (Ramos &
Pandolfi, 2019; JEB, 2021; OIV, 2021).

De modo geral, vinhos e cervejas sdo considerados seguros no ambito dos componentes secundarios que advém do
processo produtivo. De fato, diferentemente das bebidas destiladas (como a cachaca), a legislacdo brasileira ndo estabelece
limites para os teores de &lcoois secundarios, aldeidos e ésteres (entre outros) em bebidas fermentadas. Recentemente (2020),
porém, apds um episodio tragico de contaminagdo de cerveja, que chegou a resultar em Obitos, as atencfes se voltaram para a
ocorréncia e potencial de toxicidade do etilenoglicol (MEG) em cervejas e bebidas fermentadas. No referido episodio, foi
comprovada a ocorréncia de arraste acidental do liquido de refrigeracdo da camisa externa de uma das dornas.

No entanto, j& foi demonstrada a possibilidade de secre¢do de MEG por vias metabdlicas de degradagdo da xilose,
tanto em bactérias como em leveduras. Assim sendo, é importante avaliar a possibilidade de ocorréncia e o eventual risco de
efeitos adversos para a salide dos consumidores.

Esse artigo foi concebido como uma mini reviséo de literatura, com o objetivo de apontar as possiveis origens e o grau

de risco associado a ingestao de cervejas contendo os glicéis MEG e/ou DEG.

2. Metodologia

Foi feito um levantamento nas plataformas Scielo, Google Académico e PubMed, com foco especifico em abordagens
afetas a ocorréncia, analise e toxicidade de “glicois”, “etilenoglicol” e “dietilenoglicol” em cervejas e vinhos. Foi coberto o
periodo de 1980 a 2023, sem restricGes quanto ao idioma da publicagdo, tendo em vista os recursos disponiveis on line para
traducgdo direta. Para os fins dessa revisdo, foram desconsiderados artigos sobre avancos na tecnologia de producdo e usos
industriais de glicois, incluindo aplicagdo de recursos da engenharia genética para aumento da sua producdo por via

microbiana. Alguns deles acham-se citados, apenas a titulo de ilustrag&o.

3. Revisdo de Literatura

Os glicéis (alcoois dihidroxilados) sdo compostos largamente usados como anticongelantes e agentes de resfriamento.
MEG, o menor deles, além de precursor de uma série homéloga de amplo mercado, encontra extensa aplicacdo nas industrias
de pléasticos (como o PET) e fibras téxteis. Praticamente toda a producdo mundial (em torno de 20 milhdes de toneladas por
ano) se da por sintese a partir do etileno e mediante reacdes que levam a producdo do DEG como coproduto (BIBRA, 1976;
Gomes et al., 2007). Em diversas aplicagdes, especialmente no emprego como anticongelantes, esses dois glicois podem ser

usados em mistura por terem propriedades termoquimicas similares (Holman, 2002).
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Figura 1 — Via de sintese do MEG e DEG a partir do etileno.
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Fontes: BIBRA (1976), Song et al. (2013), adaptada pelos autores.

Por suas caracteristicas de sabor (doce, agradavel) e viscosidade, MEG e DEG chegaram a ser empregados na
formulagdo de medicamentos no inicio do século XX. Mas logo foram proibidos, tanto em medicamentos como em alimentos,
por terem sido associados a eventos graves/fatais de intoxica¢do (ATSDR, 2010).

Ainda permitidos como coadjuvantes de processo, os glicéis encontram aplicacdo em cervejarias e vinicolas como
componentes de liquidos destinados ao resfriamento das dornas de fermentacdo/maturacdo. Nessa aplicacdo sdo valorizados
por serem inodoros e terem baixa volatilidade; misturados a &gua formam solucfes de baixa corrosividade e dotadas de pontos
de congelamento abaixo de -20°C (Holman, 2002).

Desde a década de 1980, ha registros esporadicos de contaminacéo de vinhos e cervejas por MEG/DEG (Kaiser &
Rieder, 1987; Hassen & Chotya, 2018). O primeiro episodio, ocorrido na Austria (1985-1986), marcou o inicio de
desdobramentos importantes no ambito da ciéncia e tecnologia. Em seguida ao acidente, as autoridades proibiram a
comercializagdo de vinhos e champagnes cujos teores de MEG estivessem acima do limite de deteccdo analitica, que era de 10
mg/L (Kaiser & Rieder, 1987). Tendo ensejado imenso prejuizo aos produtores de vinhos, o embargo motivou muitas
pesquisas afetas aos niveis de ocorréncia espontanea de MEG em mostos de fermentacdo alcodlica. Os trabalhos evidenciaram
que, além dos alcoois superiores monohidroxilados (n-propanol, isobutanol e 3-metil-1-butanol) que advém da degradacédo de
aminoacidos do mosto, e também do alcool trihidroxilico glicerina, que advém de uma via especifica de degradagdo da glicose
(Maia, 1992, Maia et al., 2021) cepas de Saccharomyces cerevisiae podem secretar MEG mediante degradacdo da xilose —
acucar de cinco carbonos que ocorre na hemicelulose, xilanos e outras pentosanas tanto em grdos e malte de cereais como nos
engacos de uvas (Spigno et al., 2008; Atatoprak et al., 2022). De fato, varios autores j& comprovaram a ocorréncia espontanea
de MEG em vinhos (Uchiyama et al., 1986, Werkhoff & Bretschneider, 1986). Ademais, foi demonstrado que, partindo de
niveis abaixo do limite usual de quantificacdo (2 a 6 mg/L) o teor de MEG pode aumentar durante o processamento, chegando
a até 60 mg/L (Kaiser & Rieder, 1987).

Segundo Uranukul et al. (2019), as leveduras Saccharomyces cerevisiae dispdem de todas as enzimas necessarias para
a conversao da xilose em MEG, ainda que essa via nem sempre chegue a se expressar — o que dependeria do efeito sinérgico de
especificidades genéticas com caracteristicas peculiares da matéria-prima, da fermentacédo e do processo. Ainda ndo foram
identificadas as enzimas que déo origem ao DEG, mas as pesquisas prosseguem.

Nas duas Ultimas décadas, muitos esforgos tém sido envidados para viabilizar a producéo do MEG diretamente pela
via fermentativa — o que permitiria reduzir a dependéncia do petr6leo para atendimento a demanda do mercado. Hé registros de
avangos por meio da engenharia genética, tanto em bactérias (Chen et al., 2016, Liu et al., 2013; Pereira et al., 2016) como em
leveduras, com destaque para Saccharomyces cerevisiae (Islam et al., 2017; Jung et al, 2011; Kuyper et al., 2002; Salusjarvi et

al., 2017, Van Maris et al, 2007). Dentre eles, encontram-se relatos de producéo de até 4 g/L de MEG com cepas modificadas
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de Saccharomyces cerevisiae (Uranukul et al., 2019) e de até 40 g/L com cepas de bactérias (Pereira et al., 2016). Assim
sendo, além da existéncia de cepas de Saccharomyces naturalmente habilitadas para a secrecdo de MEG, a humanidade conta
com um acervo de leveduras intencionalmente modificadas para essa finalidade.

Ao nivel do conhecimento atual, portanto, além de riscos de contaminacdo acidental (arraste do liquido de
resfriamento) ou intencional (adicdo criminosa como agente de sabor) é importante considerar que diversas bactérias e
leveduras séo dotadas do arcabougo enzimatico necessario para 0 metabolismo da xilose, levando a produgéo de MEG (Kaiser
& Rieder, 1987; Aikim et al., 2015; Uranukul et al., 2019), conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 — Via metabolica de producdo do MEG a partir da xilose.
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Fonte: Wang et al. (2018).

3.1 Toxicidade dos glicois

Os riscos para a saude podem ser inferidos mediante referenciais de toxicidade aguda, como a LD50 (dose média
requerida para morte de 50% das cobaias) e de toxicidade cronica, como o0 NOAEL (no observed adverse effect level, ou nivel
minimo abaixo do qual ndo houve efeitos adversos) entre outros. Na prética, os valores advém de grande multiplicidade de
abordagens operacionais e calculos estatisticos, podendo ser diferentes conforme a fonte selecionada (Patocka & Kuca, 2012).
Ainda assim esses parametros tém significado para fins comparativos e como referenciais de ordem de grandeza. Na Tabela 1,
acham-se dispostos os valores da LD50 (oral, ratos) dos glicéis e de alcoois superiores associados a fermentagdo em
Saccharomyces cerevisiae. Para maior rigor, foram selecionados os menores valores encontrados na literatura consultada

(sinalizando maior grau de toxicidade afeto a dose ingerida).
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Tabela 1 - Valores da LD50 (oral, ratos) para o etanol e alcoois secundarios da fermentacéo alcodlica.

Menor LD50 oral, ratos Ingestdo correspondente a

Alcool/glicol mglkg peso uma pESS(;a de 60 kg

Alcool isoamilico 1.300 78 @
n-propanol 1.870 112
Isobutanol 2.830 170 @
DEG 3.300 198 @

MEG 4.700 282 @
Etanol 7.060 424 ®
Glicerina 13.000 780 @

Fontes: Patocka e Kuca (2012), Anon (2010), Wiberg et al. (1970), Opdyke (1979)

Pela Tabela 1 pode-se observar que os alcoois superiores (monohidroxilados) tém valores de LD50 inferiores aos do
MEG e do DEG. Assim sendo, no ambito do risco agudo, MEG e DEG sdo praticamente isentos de risco que possa ser
atribuido a atividade metabdlica do fermento. Os dados se diferenciam, porém, ao considerar os riscos de efeitos acumulativos
(EC-SCCP, 2008). Para fins de ilustracdo, sumariam-se dois, afetos & administracdo pela via oral (dieta na 4gua) em ratos
(Tabela 2).

No ambito de efeitos cronicos, a toxicidade advém da degradacdo dos glicois, que leva a formacdo de metabolitos
como glicolaldeido, glicolato, glioxilato e oxalato (Vale, 1979; Wiener e Richardson, 1989), cujo acimulo leva a acidose,
estado que se caracteriza pela diminuicdo real ou relativa de alcalis nos fluidos corporais em relagcdo ao contetido acido. O
aumento do &cido oxalico no rim causa acimulo de oxalato de célcio, s6lido que bloqueia o processo de filtragem e pode levar
a faléncia renal. Na sequéncia aos danos renais, surgem efeitos de nefrotoxicidade e neurotoxicidade (Jacobsen et al. 1988).
Entre outros efeitos, foi demonstrado que os glicois (MEG e DEG) afetam a fertilidade e a viabilidade fetal em camundongos e
ratos, a fungdo reprodutiva masculina em camundongos e a duracdo gestacional em ratas (Harris et al., 1992; Lamb et al.,
1985; Morrissey et al., 1989; Price et al., 1985).

Tabela 2 — Testes de toxicidade cronica (em ratos) referentes a ingestdo oral de DEG (ratos).

. Dose .
Experimento mg/kg/dia Efeito
) ) 50 Nenhum efeito
Grupos de 15 .”?“05. allment_adoi com dietas 100 Aumento de acido oxalico na urina
variaveis, 255 dias
300 Alteracdo no rim e composicdo da urina
DEG na agua por 14-17 semanas @ 50 Efeito na coagulacdo sanguinea e resposta imune

Fontes: BIBRA (1976), Huber et al. (1986).

A ATSDR (2010) estabeleceu 0 NOAEL de 1,5 mg/kg/dia para 0 MEG. O limite foi definido com base num NOAEL
de 150 mg/kg/dia advindo de testes com ratos, ao qual foi acrescido um fator de incerteza de 100 (sendo 10 para a extrapolacéo
de rato para humano e 10 para a variabilidade humana).

Os dados de toxicidade crénica para alcoois superiores sdo ainda escassos. Ha resultados experimentais publicados
apenas para o alcool isoamilico, para o qual foi proposto 0 NOAEL de 1000 mg/kg/dia (OCDE SIDS, 2004, Carpanini et al.,
1973). A partir dessa referéncia, Lachenmeyer et al. (2008) estimaram os limites de 1538 mg/kg/dia e 1892 mg/kg/dia para o n-
propanol e o isobutanol, respectivamente. Aplicando o fator de 100, tal como proposto para o etilenoglicol pela ATSDR

(2010), chegam-se aos referenciais de 15,4 mg/kg/dia para o n-propanol, 18,9 mg/kg/dia para o isobutanol e 10,0 mg/kg/dia
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para o alcool isoamilico. Esses valores permitem estimar que os riscos de toxicidade cronica do MEG e DEG sejam dez a vinte

vezes superiores aos dos alcoois superiores.

3.2 MEG e DEG em cervejas brasileiras

Caldeira et al. (2021) analisaram MEG e DEG em 701 amostras de cervejas brasileiras. Segundo os autores, os glicois
foram detectados em oito por cento das amostras analisadas, com teores variando de 15 a até acima de 5000 mg/L. Azevedo et
al. (2023) dosaram o teor de DEG em 28 amostras de cervejas brasileiras, dentre as quais apontaram apenas trés amostras
contaminadas. Em ambos os trabalhos, as amostras contaminadas foram identificadas como provenientes do acidente de
contaminacdo ocorrido em 2020. Em principio, sdo resultados tranquilizadores. No entanto, face ao grande numero de
produtores de cerveja no Brasil, pode-se inferir que muitas marcas ainda nao foram avaliadas quanto a ocorréncia de MEG e
DEG.

H& necessidade de mais estudos e novas abordagens, tanto para prevencdo de contaminagfes externas (acidentais ou
intencionais) como espontaneas (inerentes ao processo). E indispensavel que se definam padrées seguros para a fabricacio das
dornas (sem riscos de vazamentos internos) assim como procedimentos rotineiros para certificar a auséncia de vazamentos.
Lotes de agentes de resfriamento destinados & inddstria alimenticia precisam ser analisados e certificados. Leveduras
selecionadas e cepas destinadas a efeitos sensoriais peculiares devem ter certificado especifico afeto aos metabdlitos
secunddrios. Os produtores ndo devem negligenciar a possibilidade de ativagdo de vias metabdlicas incomuns em face de

condig¢des peculiares da matéria-prima e do do processo de produgéo.

4. Concluséao

Com base em publicagbes efetuadas nas quatro Gltimas décadas, deve-se admitir a possibilidade de ocorréncia
espontanea dos glicois MEG e DEG em cervejas, advindos do metabolismo das préprias leveduras Saccharomyces cerevisiae.
Além disso, esses glicdis podem ocorrer como contaminantes acidentais, quando usados na composicdo do liquido de
refrigeracdo dos tanques de fermentacdo/maturacdo da bebida. Efeitos agudos e até letais sdo raros, mas podem advir de
contaminagdes exdgenas. Por outro lado, pode-se questionar a possibilidade de associacdo de MEG e DEG com efeitos
progressivos associados ao consumo acentuado e continuado da cerveja. Face aos habitos brasileiros de consumo de cerveja,

sdo questdes que demandam atengdo no minimo equivalente a aplicada aos vinhos nos paises europeus.
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